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RESUMEN
 Los monoterpenos (C10) son isoprenoides habitualmente utilizados como aditivos 
aromáticos, son componentes importantes del aroma de los vinos y algunos tienen propiedades 
antimicrobianas y/o beneficiosas para la salud. La producción eficiente de estos metabolitos 
en microorganismos podría ser una alternativa más económica y respetuosa con el medio 
ambiente que las técnicas empleadas en la actualidad: síntesis química y/o extracción de 
fuentes naturales.
 En las plantas los monoterpenos son producidos por monoterpeno sintasas que utilizan 
como sustrato geranil pirofosfato (GPP), siendo éste un intermediario común de la ruta de 
isoprenoides en microorganismos y organismos superiores, lo que abre la posibilidad de 
producirlos en la levadura Saccharomyces cerevisiae, que tiene el calificativo GRAS, y que 
ha sido además ampliamente utilizada para la biotransformación y producción de enzimas y 
metabolitos de interés biotecnológico.
 En este trabajo se ha caracterizado y mejorado, mediante técnicas de ingeniería metabólica, 
la capacidad inherente que tiene esta levadura para la producción heteróloga de monoterpenos 
(linalol, geraniol, etc.), que puedan mejorar las características organolépticas y/o funcionales 
de ciertos alimentos al ser usados como aditivos o al aumentar su concentración durante 
el propio proceso de elaboración (p. ej. vinificación). Entre los resultados más destacados 
están la selección de la cepa vínica industrial T
73
 por su mayor capacidad para producir 
monoterpenos, y la mejora de dicha producción mediante la sobreexpresión desregulada 
de la enzima Hmg1p (cataliza la formación del ácido mevalónico, MVA) y del gen IDI1 
(codifica isopentenil pirofosfato isomerasa, que cataliza la isomerización de los sustratos 
de la farnesil pirofosfato sintasa, FPPS). Además, la caracterización del rol de la enzima 
FPPS en la disponibilidad de GPP para su aprovechamiento por la enzima linalol sintasa 
de Clarkia breweri, derivó en una producción de linalol 50 veces mayor en cepas en las 
que una versión modificada en su centro activo (K197E), codificada por el alelo erg20-2, 
reemplazaba a la enzima silvestre (codificada por ERG20); alcanzándose una mejora global 
de 80 veces respecto a la producción de linalol inicial (14,51 ± 0,90 µg/L), al sobreexpresar 
conjuntamente el gen IDI1 y el alelo erg20-2 en cepas productoras de linalol que carecen de 
la función FPPS endógena (1144,68 ± 139,39 µg/L).
 Las cepas productoras de geraniol (expresan el gen GES que en Ocimum basilicum 
-albahaca- codifica geraniol sintasa) derivadas de T
73 
se incluyeron en ensayos de 
microvinificación y la concentración de este monoterpeno en el vino final no solo estuvo 
por encima de su umbral de percepción, sino que se produjo una dispersión metabólica del 
geraniol hacia otros monoterpenos (linalol, nerol y citronelol) y ésteres (geranil y citronelil 
acetato) aromáticos. Además, el incremento de la producción de monoterpenos observado 
en condiciones de laboratorio en cepas que sobreexpresan el gen IDI1 se reprodujo en estos 
ensayos, demostrando que la modificación de pasos clave de la ruta MVA es una estrategia 
válida para modular y/o mejorar el aroma del vino.

RESUM
 Els monoterpens (C10) són isoprenoids habitualment utilitzats com additius aromàtics, 
són components importants de l’aroma dels vins i alguns tenen propietats antimicrobianes i/o 
beneficioses per a la salut. La producció eficient d’aquests metabòlits en microorganismes 
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llevat Saccharomyces cerevisiae, amb qualificatiu GRAS, i que ha sigut a més àmpliament 
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caracterització del rol de l’enzim FPPS en la disponibilitat de GPP per al seu aprofitament per 
l’enzim linalol sintasa de Clarkia breweri, va derivar en una producció de linalol 50 vegades 
major en soques en les que una versió modificada en el seu centre actiu (K197E), codificada 
per l’al·lel erg20-2, reemplaçava a l’enzim silvestre (codificada per ERG20); aconseguint una 
millora global de 80 vegades respecte a la producció de linalol inicial (14,51 ± 0,90 µg/L), en 
sobreexpressar conjuntament el gen IDI1 i l’al·lel erg20-2 en soques productores de linalol 
que no tenen la funció FPPS endògena (1144,68 ± 139,39 µg/L).
 Les soques productores de geraniol (expressen el gen GES que en Ocimum basilicum 
-alfàbrega- codifica geraniol sintasa) derivades de T
73
 es van incloure en assajos de 
microvinificació i la concentració d’aquest monoterpè en el vi final no només va estar per 
sobre del seu llindar de percepció, sinó que es va produir una dispersió metabòlica del 
geraniol cap a altres monoterpens (linalol, nerol i citroneŀlol) i èsters (geranil i citroneŀlil 
acetat) aromàtics. A més, l’increment de la producció de monoterpens observat en condicions 
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SUMMARY
 Monoterpenes (C10) are isoprenoids usually employed as aromatic additives, are 
important components of wine aroma and some of them have antimicrobial and health 
beneficial properties. An efficient microbial production of these metabolites could be an 
inexpensive and environmentally friendly alternative to current techniques: chemical 
synthesis or extraction from natural sources.
 They are usually produced in plants from geranyl pyrophosphate (GPP), a common 
intermediate of isoprenoid pathway in microorganisms and higher organisms; what opens 
the possibility of producing them in yeasts as Saccharomyces cerevisiae, qualified as GRAS, 
and that has been widely employed for biotransformation and production of enzymes and 
metabolites of biotechnological interest.
 In this work, the inherent ability of this yeast for heterologous production of monoterpenes 
(linalool, geraniol, etc.) capable to improve organoleptic and/or functional properties of 
certain foods either being used as additives or produced during the elaboration process (e.g. 
vinification) has been characterized and improved by metabolic engineering approaches. 
Among the most relevant results we can find the selection of wine strain T
73
 because of 
its better ability to produce monoterpenes, and the improvement of this production by 
overexpressing a deregulated version of Hmg1p (catalyzes mevalonic acid synthesis, MVA) 
and IDI1 (encodes isopenthenyl pyrophosphate isomerase, that catalyzes the isomerization 
of farnesyl pyrophosphate synthase -FPPS- substrates). In addition, characterization of the 
FPPS role in GPP availability for the Clarkia breweri linalool synthase resulted in a 50 
times increased production in yeast strains with wild-type enzyme (encoded by ERG20) 
replaced by one modified in its active site (K197E), encoded by erg20-2 allele; reaching 
a global improvement of 80 times the basal linalool production (14.51 ± 0.90 µg/L) when 
coexpressing IDI1 gene and erg20-2 allele in linalool producing strains lacking endogenous 
FPPS activity (1144.68 ± 139.39 µg/L).
 Geraniol producing strains (bearing Ocimum basilicum -sweet basil- GES gene that 
encodes geraniol synthase) derived from T
73 
were included in microvinification assays 
and geraniol concentration was over its perception threshold and a metabolic dispersion 
to other monoterpene (linalool, nerol and citronellol) and aromatic esters (geranyl and 
citronellyl acetate) was also detected. Increased monoterpene production established in 
IDI1 overexpressing strains under laboratory conditions was reproduced in these assays, 
demonstrating that the modification of key steps of MVA pathway is a valid strategy to 
modulate and/or improve wine aroma.
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Real Academia Española (RAE)
“Lípidos	 simples	 no	 saponificables	 de	 naturaleza	 isoprenoide	 y	
constituidos	 por	 unidades	 del	 hidrocarburo	 de	 cinco	 átomos	 de	
carbono	isopreno	y	frecuentemente	átomos	de	oxígeno.”
Diccionario de Química, Ediciones Generales ANAYA
“Biomoléculas	 constituidas	 por	 la	 unión	 de	 un	 número	 variable	 de	
unidades	del	hidrocarburo	isopreno.	Pueden	ser	moléculas	lineales	o	
cíclicas,	o	presentar	ambos	tipos	de	estructuras.”
Diccionario de Biología, Ediciones Generales ANAYA
1.1.	 Clasificación	general
	 Los	terpenos	o	terpenoides	constituyen	una	de	las	familias	de	compuestos	
más	 grandes	 de	 la	 Naturaleza	 con	 más	 de	 30.000	 miembros	 (Connolly	 y	
Hill,	1991).	A	finales	del	siglo	XIX	Wallach	propuso	la	unidad	de	isopreno	
de	5	átomos	de	carbono	como	precursor	de	 todos	 los	 terpenos,	por	 lo	que	
también	se	conocen	como	isoprenoides.





(C20),	 triterpenos	 (C30),	 tetraterpenos	 (C40)	 o	 politerpenos.	 El	 isopreno	
y	 sus	 derivados	 de	 5	 carbonos	 (C5)	 se	 integraron	 posteriormente	 en	 esta	
clasificación	como	hemiterpenos.






1958;	Chaykin	et al.,	1958	y	Bloch et al.,	1959).	Esta	regla	considera	que	los	
terpenos	están	compuestos	por	un	número	exacto	de	moléculas	de	isopreno	















	 Los	 primeros	 en	 ser	 asociados	 a	 una	 función	 biológica	 fueron	
los	 tetraterpenos	 (carotenoides),	 como	 pigmentos	 fotosintéticos	 o	
antioxidantes	(revisado	por	Demmig-Adams	et al.,	1996),	y	los	esteroles,	
como	 componentes	 de	 la	membrana	 celular	 y	 la	 señalización	 hormonal	
(Demel	y	de	Kruyff,	1976).	La	caracterización	funcional	de	los	terpenos	
de	cadena	corta	resulta	más	complicada	dada	su	naturaleza	generalmente	
volátil	 y	 su	 presencia	 en	 mezclas	 complejas	 (principalmente	 resinas	
y	 aceites	 esenciales	 de	 plantas).	 Se	 han	 encontrado	 indicios	 de	 que,	
en	 plantas,	 éstos	 participan	 activamente	 en	 defensa,	 señalización	 y/o	
comunicación	intra-	e	interespecífica	(revisado	por	Langenheim,	1994).	La	
capacidad	antibacteriana	y/o	antifúngica	de	los	terpenos	y	sus	derivados	
(Rastogi	 et al.,	 1998;	 Lunde	 y	Kubo,	 2000),	 así	 como	 sus	 propiedades	
como	 repelentes	 de	 parásitos	 de	 plantas	 (Messchendorp	 et al.,	 2000)	 e	
incluso	 de	 peces	 depredadores	 de	 esponjas	marinas	 (Paul	 et al.,	 1997),	
está	 sobradamente	demostrada.	Sin	embargo,	 comprobar	 su	 implicación	
en	funciones	defensivas	en	el	entorno	natural	no	es	una	cuestión	trivial;	
pese	 a	 ello	 se	 ha	 relacionado	 la	 presencia	 de	 determinados	 terpenos	 en	
plantas	 con	 una	mejora	 de	 la	 protección	 frente	 a	 parásitos	 y	 patógenos	
Producción heteróloga de monoterPenos en SaccharomyceS cereviSiae 5





	 Como	 ya	 se	 apuntaba,	 los	 terpenos	 pueden	 actuar	 también	 como	
señalizadores	 en	 la	 comunicación	 intra-	 o	 interespecífica	 de	 plantas	
e	 insectos	 principalmente.	 Dado	 que	 los	 terpenos	 son	 compuestos	
mayoritarios	 en	 flores	 y	 frutos,	 sería	 lógico	 pensar	 que	 pudieran	 estar	
implicados	en	 la	atracción	de	polinizadores;	de	hecho,	algunos	 insectos	
son	 capaces	 de	 detectar	 estos	 compuestos	 (Raguso	 y	 Light,	 1998).	
Además,	otras	partes	de	las	plantas	como	hojas	y	raíces	producen	también	








esenciales	 ricos	 en	 terpenos	 se	 utilizaban	 en	 rituales	 religiosos	 por	 sus	
propiedades	aromáticas,	y	desde	entonces	su	uso	en	fragancias	y	preparaciones	
curativas	se	ha	dilatado	a	lo	largo	de	la	historia.
	 La	 gran	 variedad	 y	 versatilidad,	 en	 cuanto	 a	 propiedades	 bioactivas	
y	 sensoriales,	 de	 los	 terpenos	y	 sus	derivados	constituyen	 la	 clave	para	
su	aplicación	actual	en	cosmética,	limpieza,	barnices,	alimentación,	y	en	
la	 industria	 farmaceútica	 como	 agentes	 antibacterianos,	 antiparasitarios	
o	 anticancerígenos.	 Por	 nombrar	 algunos	 ejemplos,	 el	 escualeno	 tiene	
importancia	en	las	industrias	farmacéutica	y	cosmética;	la	coenzima	Q-10	
tiene	 funciones	 cardioprotectoras,	 crioprotectoras	 y	 neuroprotectoras;	
la	 vitamina	 D2,	 cuya	 deficiencia	 puede	 causar	 problemas	 óseos,	 es	 un	
derivado	 económicamente	 importante	 del	 ergosterol;	 el	 taxol	 es	 un	
diterpeno	 efectivo	 contra	 determinados	 cánceres;	 el	 amorfadieno	 es	


























Pequeños productores Grandes productores Total
Figura	 1.	 Evolución	 del	 mercado	 mundial	 de	 aromas	 y	 fragancias.	 Datos	 obtenidos	 de	
Leffingwell	y	asociados	(http://www.leffingwell.com).
	 A	 mediados	 del	 siglo	 XIX	 se	 consiguieron	 sintetizar	 compuestos	
como	 el	 metilsalicilato,	 el	 cinnamaldehído,	 el	 benzaldehído,	 o	 la	
vanilina,	estableciendo	el	inicio	de	la	industria	aromática	moderna.	Esta	
industria	mueve	aproximadamente	15.000	millones	de	euros	anuales	con	
un	 promedio	 de	 crecimiento	 anual	 del	 4-5%	 (Figura	 1).	 Los	 terpenos	
aromáticos	 y	 sus	 derivados	 son	 compuestos	 habitualmente	 utilizados	




	 Los	 terpenos	 son	 fáciles	 de	 encontrar	 como	 componentes	 mayoritarios	
de	los	aceites	esenciales	producidos	por	las	raíces,	hojas	o	flores	de	plantas.	
A	 pesar	 de	 que	 estos	 son	 generalmente	 mezclas	 complejas,	 suponen	 una	
de	 las	 principales	 fuentes	 para	 la	 obtención	 de	 compuestos	 bioactivos	 y/o	
aromáticos.
	 Para	aislarlos	de	los	tejidos	vegetales	se	utilizan,	entre	otras	técnicas,	el	
exprimido,	 el	 “enfleurage”	 (maceración	 de	 flores	 en	 grasas),	 la	 extracción	
con	 disolventes	 volátiles	 o	 la	 destilación	 por	 arrastre	 de	 vapor;	 siendo	
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esta	última	 la	más	extendida	por	su	 rendimiento,	pureza	y	bajo	coste.	Una	
técnica	alternativa,	desarrollada	más	recientemente,	consiste	en	la	utilización	
de	 fluidos	 en	 estado	 supercrítico	 para	 arrastrar	 los	 volátiles,	 el	 principal	
problema	que	se	plantea	es	el	elevado	coste	de	las	instalaciones	necesarias	




producción	 de	 terpenos	 por	 síntesis	 química	 total	 o	 parcial.	 Sin	 embargo,	
la	 aplicación	 industrial	de	 los	 terpenos	producidos	 sintéticamente	 se	ve	en	
muchas	ocasiones	drásticamente	limitada	por	la	complejidad	y	número	de	las	
reacciones	químicas	implicadas	en	dicho	proceso.
	 La	 producción	 biotecnológica	 utilizando	 microorganismos	 presenta	
una	 serie	 de	 ventajas	 respecto	 a	 los	 métodos	 anteriores.	 A	 diferencia	





de	 grupos	 funcionales,	 funcionalización	 de	 carbonos	 inertes,	 quiralidad	
específica	y	 resolución	de	 racematos.	Además,	el	proceso	es	 respetuoso	
con	 el	medio	 ambiente	 y	 puede	 adaptarse	 a	 la	 utilización	 de	 productos	
de	desecho.	A	pesar	de	 las	ventajas	que	presenta,	 todavía	son	pocos	 los	
terpenos	 producidos	 por	 este	 método	 debido	 a	 la	 necesidad	 de	 aislar	
microorganismos	productores	y	a	las	bajas	concentraciones	obtenidas	en	
la	mayoría	de	los	casos.
1.5.	 Biosíntesis.	 Ruta	 del	 ácido	 mevalónico	 y	 ruta	 del	 metil-eritritol	
fosfato
	 Los	 terpenos	 son	 producidos	 en	 los	 tres	 dominios	 de	 la	 vida	 a	 partir	
de	 los	 mismos	 precursores	 universales,	 el	 isopentenil	 pirofosfato	 (IPP)	
y	 el	 dimetilalil	 pirofosfato	 (DMAPP)	 (Ruzicka,	 1953).	 En	 la	 actualidad	
se	conocen	dos	 rutas	 independientes	 (Figura	2)	que	dan	 lugar	 a	 la	 síntesis	





































Figura	2.	Rutas	de	biosíntesis	de	 terpenos	 (parte	 I).	Enzimas	 ruta	MVA:	HMGS	 (HMG-
CoA	sintasa);	HMGR	(HMG-CoA	reductasa);	MK	(mevalonato	kinasa);	MPK	(mevalonato	
fosfato	 kinasa);	 MDD	 (mevalonato	 difosfato	 descarboxilasa);	 IPPI	 (isopentenil	 difosfato	
isomerasa).	Enzimas	ruta	MEP:	DXS	(DXP	sintasa);	DXR	(DXP	reductoisomerasa);	CMS	
(MEP	 citidil	 transferasa);	CMK	 (difosfocitidil	metil-eritritol	 kinasa);	MCS	 (metil-eritritol	
ciclodifosfato	sintasa);	HDS	(HMBPP	sintasa);	HDR	(HMBPP	reductasa).
Producción heteróloga de monoterPenos en SaccharomyceS cereviSiae 9
	 Tras	su	descubrimiento	se	asumió	que	la	ruta	MVA	era	la	responsable	
universal	de	la	producción	de	IPP	y	DMAPP	en	todos	los	organismos.	Sin	
embargo,	 esta	 ruta	 se	 encuentra	 principalmente	 en	 eucariotas	 y	 arqueas	
(Kuzuyama,	 2002;	 Boucher	 et al.,	 2004),	mientras	 que	 la	 ruta	MEP	 es	
la	 principal	 vía	 de	 síntesis	 en	 bacterias	 (Lange	et al.,	 2000;	Croteau	 et 
al.,	2000).	Esta	norma	general	presenta	notables	excepciones,	dado	que	
algunas	 bacterias	 poseen	 los	 genes	 que	 codifican	 enzimas	 de	 la	 ruta	
MVA	 (Voynova	 et al.,	 2004;	 Steussy	 et al.,	 2006),	 y	 que	 en	 algunos	
eucariotas	como	las	plantas	coexisten	ambas	rutas.	Estas	excepciones	se	
han	relacionado	con	fenómenos	de	transferencia	horizontal	desde	arqueas	
o	 eucariotas	 (Boucher	y	Doolittle,	 2000;	Wilding	et al.,	 2000)	y	 con	 la	
endosimbiosis	 de	 las	 cianobacterias	 que	 dieron	 lugar	 a	 la	 aparición	 de	
plastidios	 en	 eucariotas	 fotosintéticos	 y	 protistas	 del	 filo	 apicomplexa	
(Lange	et al.,	2000).	La	evolución	y	divergencia	de	las	rutas	de	síntesis	
de	 isoprenoides	 es	 todavía	 fuente	 de	 controversia	 y	 recientemente	 se	
ha	propuesto	un	escenario	 en	el	que	 la	 ruta	MVA	estaría	presente	 en	el	
ancestro	común	de	arqueas,	bacterias	y	eucariotas	 (Lombard	y	Moreira,	
2011).
	 El	 IPP	 y	 DMAPP	 producidos	 por	 ambas	 rutas	 son	 sustrato	 de	 las	
prenil	 transferasas,	 enzimas	 que	 conjugan	 estos	 compuestos	 (C5)	
elongando	 el	 esqueleto	 de	 carbono.	 La	 geranil	 pirofosfato	 sintasa	
(GPPS)	 cataliza	 la	 unión	 de	 una	 molécula	 de	 DMAPP	 con	 otra	 de	
IPP	 para	 producir	 geranil	 pirofosfato	 (GPP;	 C10)	 precursor	 de	 los	
monoterpenos;	la	farnesil	pirofosfato	sintasa	(FPPS)	añade	una	nueva	
molécula	 de	 IPP	 para	 formar	 el	 farnesil	 pirofosfato	 (FPP;	 C15),	
precursor	 de	 los	 sesquiterpenos,	 y	 un	 nuevo	 IPP	 es	 añadido	 por	 la	
geranilgeranil	pirofosfato	sintasa	(GGPPS)	dando	lugar	al	precursor	de	
los	 diterpenos,	 el	 geranilgeranil	 pirofosfato	 (GGPP;	C20)	 (Figura	 3)	
(Wang	 y	 Ohnuma,	 1999).	 La	 síntesis	 de	 escualeno,	 precursor	 de	 los	
triterpenos	 (C30),	 se	 produce	 por	 condensación	 de	 dos	moléculas	 de	
FPP,	y	dos	moléculas	de	GGPP	se	unen	para	dar	lugar	al	precursor	de	




























Cseke	et al.,	1998;	Jia	et al.,	1999;	Maruyama	et al.,	2001;	Lücker,	Bowen	
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1.6.	 Ingeniería	metabólica	de	las	rutas	de	biosíntesis
	 Para	 explicar	 en	 qué	 consiste	 la	 ingeniería	metabólica	 primero	 se	 debe	
establecer	lo	que	se	entiende	por	ingeniería	genética,	ya	que	la	primera	es	en	
gran	medida	una	aplicación	y/o	consecuencia	de	la	segunda.
Ingeniería genética:	 “Tecnología	 de	 la	 manipulación	 y	 transferencia	 del	




	 Así	 pues,	 en	 base	 a	 esta	 definición	 general,	 la	 ingeniería	metabólica	 es	
una	 especialidad	 en	 la	 cual	 la	 ingeniería	 genética,	 o	 tecnología	 del	ADN	
recombinante,	 se	 utiliza	 con	 el	 propósito	 de	 modificar	 la	 cantidad	 y/o	
pureza	 de	 los	 metabolitos	 producidos	 por	 rutas	 metabólicas	 endógenas,	 o	
generar	productos	alternativos	mediante	la	introducción	de	rutas	de	síntesis	
procedentes	de	otros	organismos.














e	 ingeniería	 de	 proteínas	 han	 permitido	 la	 aparición	 de	 numerosas	
estrategias	de	mejora,	llegando	a	acuñarse	el	termino	“biología	sintética”	




































del fruto del tomate
expresando 
monoterpeno sintasas
Mejora del aroma 
de vinos producidos con
levaduras modificadas 
Aparición de la 
Ingeniería Genética
El ADN se establece
como material genético
Figura	 4.	 Cronograma	 de	 hitos	 relacionados	 con	 la	 ingeniería	 metabólica	 de	 terpenos.	
Adaptado	y	modificado	de	Khosla	y	Keasling,	2003.
	 Tal	 y	 como	 se	 ha	 comentado	 anteriormente,	 las	 dos	 rutas	 de	 síntesis	
de	 terpenos	 están	 presentes	 y	 son	 funcionales	 en	 plantas.	 La	 ruta	 MEP	
se	 encuentra	 localizada	 en	 los	 plastidios,	 mientras	 que	 las	 enzimas	 de	
la	 ruta	MVA	actúan	 en	 el	 citosol;	 sin	 embargo,	 se	 ha	descrito	 que	 existe	
cierto	 intercambio	 de	 intermediarios	 entre	 ambas	 rutas	 para	 optimizar	 la	
disponibilidad	de	IPP	y	DMAPP	(Adam	y	Zapp,	1998;	Arigoni	et al.,	1999).	
Las	 estrategias	 llevadas	 a	 cabo	 en	 plantas	 para	 incrementar	 y/o	modular	
los	niveles	de	determinados	terpenos	son	de	lo	más	variado,	tanto	por	las	
estrategias	de	 ingeniería	metabólica	en	sí	mismas	como	por	 la	diversidad	
de	 productos	 posibles.	 Para	 alcanzar	 estos	 objetivos	 el	 primer	 escollo	





o	 represión	 de	 la	 desoxixilulosa	 fosfato	 (DXP)	 sintasa,	 que	 cataliza	 el	
primer	 paso	 de	 la	 ruta,	 es	 suficiente	 para	 cambiar	 los	 niveles	 de	 varios	
isoprenoides	en	Arabidopsis thaliana	(Estévez	et al.,	2001);	esta	actividad	




de	 los	 niveles	 de	 monoterpenos	 producidos	 por	 la	 menta	 (Mahmoud	 y	
Croteau,	 2001),	 y	 los	 niveles	 de	 taxadieno,	 diterpeno	 intermediario	 en	
la	 síntesis	 de	 taxol	 (anticancerígeno),	 se	 vieron	 considerablemente	
incrementados	 al	 sobreexpresar	 la	 hidroxi-metil-butenil	 difosfato	
reductasa	(HDR)	en	plantas	que	expresan	taxadieno	sintasa	(Botella-Pavía	
et al.,	2004).




en	 tabaco	 (Chappell	 et al.,	 1995;	 Hey	 et al.,	 2006).	 Por	 otra	 parte,	 la	
sobreexpresión	 de	 la	 enzima	 FPPS	 en	Artemisia annua	 lleva	 consigo	 un	
aumento	en	 la	producción	de	artemisinina	 (Chen	et al.,	2000;	Han	et al.,	
2006),	sin	embargo	los	niveles	acumulados	de	esta	droga	antimalaria	nunca	
llegaron	a	suponer	más	del	1%	del	peso	seco	de	las	hojas,	viéndose	limitada	






como	 una	 buena	 alternativa	 para	 simplificar	 el	 proceso,	 destacando	
Escherichia coli	 y	Saccharomyces cerevisiae	 por	 su	 facilidad	de	manejo,	
cultivo	 y	 las	 herramientas	 moleculares	 disponibles.	 Así	 pues,	 se	 han	
establecido	sistemas	en	los	cuales	estos	microorganismos	funcionan	a	modo	
de	 ‘factoría	 celular’	 para	 la	 producción	 de	 compuestos	 con	 aplicaciones	
biotecnológicas	 y/o	 biomédicas,	 entre	 los	 que	 se	 encuentran	 numerosos	
terpenos.
	 Algunos	 genes	 que	 codifican	 terpeno	 sintasas	 han	 sido	 clonados	 e	
introducidos	 en	 estos	 hospedadores	 microbianos,	 evaluando	 su	 capacidad	
productora	 y	 realizando	 modificaciones	 en	 las	 rutas	 de	 síntesis	 con	 el	
fin	 de	 optimizar	 la	 producción	 (Tabla	 1).	 Estas	 estrategias	 han	 seguido	
planteamientos	similares	a	los	aplicados	en	mejora	de	plantas,	desregulando	
el	flujo	a	través	de	la	ruta,	modulando	la	expresión	y/o	actividad	de	algunas	
enzimas,	 reguladores	 transcripcionales	 o	 importando	 parcial	 o	 totalmente	
rutas	de	síntesis	al	microorganismo	de	interés.
14 introducción
	 Cuando	 se	 desarrollan	 este	 tipo	 de	 estrategias	 en	 S. cerevisiae	
hay	 que	 tener	 presente	 que	 carece	 por	 completo	 de	 la	 ruta	 MEP.	
Este	hecho	convierte	a	la	ruta	MVA	en	el	objeto	de	la	mayoría	de	las	
modificaciones	enfocadas	a	la	síntesis	de	terpenos	y	esteroles	en	dicho	
microorganismo.	En	 los	 últimos	 años,	 diversas	 estrategias	 de	mejora	
han	sido	abordadas	con	éxito	en	este	microorganismo,	construyéndose	






mediante	 sistemas	 de	 fermentación	 industriales	 basados	 en	 levaduras	
optimizadas	 para	 la	 producción	 de	 dichos	 compuestos.	 Por	 citar	 algunos	
ejemplos,	la	empresa	Allylix,	Inc.	produce	los	sesquiterpenos	nootkatona	y	
valenceno	 y	 los	 distribuye	 como	 aditivos	 alimentarios	 y	 perfumes	 (http://
www.allylix.com),	 mientras	 que	 la	 empresa	Amyris,	 Inc.	 ha	 centrado	 sus	
esfuerzos	en	la	producción	de	beta-farneseno,	otro	sesquiterpeno	de	aplicación	
comercial	 en	 cosméticos,	 detergentes,	 perfumes	 y	 lubricantes	 industriales	
(http://www.amyris.com).
	 En	cuanto	a	la	legislación	actual,	en	lo	pertinente	al	uso	de	organismos	
modificados	 genéticamente	 (OMG)	 para	 la	 producción	 de	 alimentos	 o	
aditivos	alimentarios	Nº	1830/2003	del	Parlamento	Europeo,	establece	que	
los	 alimentos	 o	 ingredientes	 alimentarios	 producidos	 a	 partir	 de	 OMGs	
deberán	 ser	 debidamente	 etiquetados	 para	 su	 correcta	 trazabilidad,	 lo	
cual	deja	la	utilización	de	aromas,	y	más	concretamente	de	monoterpenos	
producidos	 por	 OMGs	 al	 amparo	 de	 la	 aceptación	 social,	 y	 la	 establece	
como	una	herramienta	válida	para	el	desarrollo	de	nuevas	y	más	eficientes	
plataformas	de	producción.

































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































de	 bajo	 peso	molecular,	 son	 tóxicos	 para	 insectos,	 hongos,	 bacterias	 y	











y	 Dudareva,	 2007).	 Un	 estudio	 realizado	 con	 plantas	 transgénicas	 de	
A. thaliana	 que	 emiten	 grandes	 cantidades	 del	 monoterpeno	 linalol	
demostró	 la	capacidad	de	éste	para	repeler	el	ataque	de	áfidos	(Aharoni	









la	 producción	de novo	 de	monoterpenos	 por	 parte	 de	 especímenes	macho	
de	 escarabajos	 de	 la	 corteza	 (Coleoptera:	 Scolytidae);	 los	 cuales	 estarían	
implicados	en	la	comunicación	intraespecífica	mediante	feromonas	(Gilg	et 
al.,	2005).





































linalol,	 cineol	 o	mentol	 entre	 otros	 presentan	 potencial	 para	 su	 aplicación	













Linalol 0,24 3,57 11,90 18,72 10.000
Geraniol 0,93 3,49 17,00 3,99 900
Nerol - 3,16 5,00 - 230
Citronelol 1,03 1,30 6,47 - 1.700
Linalil acetato 0,55 5,53 15,67 0,23 1.600
Geranil acetato 0,70 3,37 16,38 0,15 1.800
Neril acetato - 0,70 4,00 - 550
Citronelil acetato 2,75 3,99 10,36 - 300
Datos	obtenidos	de	Feranoli,	2002.	aCantidades	utilizadas	habitualmente	expresadas	en ppm;	bKg.








significativo,	 cuadriplicándose	 la	producción	y	pasando	de	3.500	 a	12.000	
toneladas	métricas	en	el	mismo	período.















































	 El	grado	de	pureza	de	 los	monoterpenos	 sintetizados	por	 estas	 enzimas	
es	bastante	elevado,	 llegando	a	producirse	única	y	específicamente	uno	de	




	 Como	 principales	 productores	 naturales	 de	 monoterpenos,	 las	 plantas	









de	C. breweri	 se	 ha	 expresado	 en	 petunia,	 tomate,	 clavel	 y	A. thaliana	





producidos	 por	 dichas	 plantas	 (Diemer	 et al.,	 2001;	 Lücker,	 Schwab	 et 
al.,	2004).	En	2006	Aharoni	et al.,	estudiaron	el	efecto	de	expresar	la	enzima	
FaNES,	procedente	de	Fragaria ananassa	 (fresa),	 en	plantas	 de	patata	 y	
A. thaliana,	enzima	que		tiene	la	peculiaridad	de	sintetizar	linalol	a	partir	
de	GPP	y	nerolidol	a	partir	de	FPP	con	la	misma	eficiencia;	dicha	expresión	
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Tabla	4.	Relación	de	algunos	de	los	genes	que	codifican	monoterpeno	
sintasas.
Nº de acceso 
Genbank
Productos 
principales Nombre Especies Referencias
AAO61228 α-Pineno Pt30 Pinus taeda Phillips et al., 2003
AAO61225 α-Pineno Pt1 Pinus taeda Phillips et al., 2003
CAD57092 α-Pineno FvPINS Fragaria vesca Aharoni et al., 2004
AAX07267 α-Pineno PmeTPS1 Pseudotsuga menziesii Huber et al., 2005
AAB71085 β-Pineno Ag3 Abies grandis Bohlmann et al., 1997
AAK58723 β-Pineno QH6 Artemisia annua Lu et al., 2002
AAM53945 β-Pineno Cl(−)βPINS Citrus limon Lücker et al., 2002
BAD27260 β-Pineno CitMTSL62 Citrus unshiu Shimada et al., 2004
AAS47692 β-Pineno PaTPS-Pin Picea abies Martin et al., 2004
AAB70707 Canfeno Ag6 Abies grandis Bohlmann et al.,1999
AAF61453 β-Felandreno Ag8 Abies grandis Bohlmann et al.,1999
AAG01140 (R)-Limoneno dLMS Schizonepeta tenuifolia Maruyama et al., 2001
AAL17636 (R)-Limoneno Arles Agastache rugosa Maruyama et al.,2002
AAM53944 (R)-Limoneno Cl(+)LIMS1 Citrus limon Lücker et al.,2002
AAM53946 (R)-Limoneno Cl(+)LIMS2 Citrus limon Lücker et al., 2002
BAD27256 (R)-Limoneno CitMTSE1 Citrus unshiu Shimada et al.,2004
ABB73044 (R)-Limoneno LaLIMS Lavandula angustifolia Landmann et al.,2007
AAC37366 (S)-Limoneno LC5.2 Mentha spicata Colby et al.,1993
AAG31438 (S)-Limoneno PFLC1 Perilla frutescens Yuba et al.,1996
AAB70907 (S)-Limoneno Ag10 Abies grandis Bohlmann et al.,1997
AAF61455 (S)-Limoneno Ag11 Abies grandis Bohlmann et al.,1999
AAS47694 (S)-Limoneno PaTPS-Lim Picea abies Martin et al.,2004
AAF13357 (R)-Linalol QH1 Artemisia annua Jia et al.,1999
AAF13356 (R)-Linalol QH5 Artemisia annua Jia et al.,1999
AAL99381 (R)-Linalol – Mentha citrata Crowell et al.,2002
AAS47693 (R)-Linalol PaTPS-Lin Picea abies Martin et al.,2004
ABB73045 (R)-Linalol LaLINS Lavandula angustifolia Landmann et al.,2007
AAX69063 (R)-Linalol LeMTS1 Lycopersicon esculentum van Schie et al., 2007
AAC49395 (S)-Linalol LIS Clarkia breweri Dudareva et al.,1996
AAO85533 (S)-Linalol At1g61680 Arabidopsis thaliana Chen et al.,2003
CAD57081 (S)-Linalol # FaNES1 Fragaria ananassa Aharoni et al.,2004
CAD57106 (S)-Linalol # FaNES2 Fragaria ananassa Aharoni et al.,2004
ABR24418 (S)-Linalol # AmNES/LIS-2 Antirrhinum majus Nagegowda et al.,2008
JN412075.1 Linalol TPS39 Lycopersicon esculentum Falara et al., 2011
AAR11765 Geraniol GES Ocimum basilicum Iijima et al.,2004
22 introducción
resultó	 en	 un	 incremento	 significativo	 de	 la	 producción	 de	 S-linalol	 por	





del	 fruto	 en	 plantas	 de	 tomate	 (Davidovich-Rikanati	 et al.,	 2007);	 como	
resultado	 de	 esta	 expresión	 dirigida	 de	 la	 geraniol	 sintasa	 se	 obtuvo	 un	
incremento	de	los	niveles	de	geraniol	en	el	fruto	maduro,	pero	además	se	
desencadenaron	una	serie	de	bioconversiones	que	resultaron	determinantes	
para	 el	 enriquecimiento	de	 su	 aroma	y	provocaron	una	mejor	 aceptación	
respecto	al	fruto	no	modificado.
	 El	 éxito	 de	 las	 estrategias	 empleadas	 en	 plantas	 para	 la	 mejora	 de	 la	
producción	de	monoterpenos	es	un	buen	punto	de	partida	para	el	desarrollo	
de	 sistemas	 efectivos	 de	 producción	 de	 estos	 compuestos.	No	 obstante,	 el	





para	 la	 producción	 de	 compuestos	 de	 alto	 valor	 añadido.	 Los	 primeros	
alimentos	fermentados	proceden	de	la	gastronomía	china	y	datan	de	hace	
más	de	6.000	años.	La	técnica	se	ha	extendido	hasta	nuestros	días	donde	los	
Nº de acceso 
Genbank
Productos 
principales Nombre Especies Referencias
CAD29734 Geraniol CtGES Cinnamomum tenuipilum Yang et al., 2005
AAY88965 Geraniol PcTps-C Perilla citriodora Ito y Honda, 2007
ABB30218 Geraniol PfTPS-PL Perilla frutescens Ito y Honda, 2007
JN408072.1 Geraniol OeGES1 Olea europaea Vezzaro et al., 2012
AAO61227 α-Terpineol Pt10 Pinus taeda Phillips et al., 2003
AAS79351 α-Terpineol VvTPS1891 Vitis vinifera Martin y Bohlmann, 2004
AAS79352 α-Terpineol VvTPS4568 Vitis vinifera Martin y Bohlmann, 2004
ACC66282 α-Terpineol Mg17 Magnolia grandiflora Lee y Chappell, 2008
ACF24767 α-Terpineol SamonoTPS1 Santalum album Jones et al., 2008
AAL59230 α-Terpineol STC1-B73 Zea mays Lin et al., 2008
ABR09292 α-Terpineol TPS26-B73 Zea mays Lin et al., 2008
(#)	FaNES1,	FaNES2	y	AmNES/LIS2	son	enzimas	bifuncionales,	capaces	de	producir	el	sesquiterpeno	
nerolidol	además	de	linalol.	Adaptado	y	modificado	de	Degenhardt	et al.,	2009.





de	 aromas	 que	 dan	 al	 producto	 final	 las	 propiedades	 organolépticas	
que	 le	 caracterizan,	 consiguiendo	 productos	 mejor	 aceptados	 por	 los	
consumidores	 (Vandamme,	 2003).	 Basándose	 precisamente	 en	 esta	
capacidad	que	presentan	algunos	microorganismos	para	producir	aromas	
durante	 la	 fermentación,	 se	 han	 caracterizado	 y	 desarrollado	 métodos	
de	 producción	 de	 compuestos	 aromáticos	 que	 han	 sido	 posteriormente	
escalados	 para	 su	 producción	 industrial.	 La	 ingeniería	 metabólica	 ha	
entrado	con	fuerza	en	este	sector	dado	que,	realizando	las	modificaciones	
pertinentes,	 se	puede	 conseguir	 que	un	determinado	microorganismo	 se	
convierta	 en	 productor	 eficiente	 del	 compuesto	 deseado,	 evitándose	 de	
este	modo	los	inconvenientes	ocasionados	tanto	por	el	aislamiento	como	
por	 el	 manejo	 de	 los	 microorganismos	 productores	 naturales.	 Hoy	 en	
día	no	existen	 todavía	muchos	 estudios	 en	 los	que	 se	haya	mejorado	 la	
producción	de	monoterpenos	 en	microorganismos,	 y	 los	que	hay	 tienen	
todavía	 mucho	 margen	 de	 mejora,	 por	 lo	 que	 constituye	 un	 campo	 de	
investigación	 abierto	 y	 muy	 prometedor	 en	 vista	 de	 los	 precedentes	
obtenidos	con	otras	clases	de	terpenos.
	 La	mayoría	de	los	trabajos	se	han	realizado	durante	la	última	década	
y	muchos	 en	 paralelo	 al	 desarrollo	 de	 este	 trabajo	 de	 tesis	 doctoral.	




sintasa.	 La	 enzima	 FaNES	 (linalol/nerolidol	 sintasa	 en	F. ananassa)	
















	 Clase:	Ascomycetes	 Especie:	Saccharomyces cerevisiae
3.1.	 Herramientas	moleculares








aproximaciones	 reduccionistas,	 pero	 con	 la	 secuenciación	de	 su	 genoma	 a	
finales	 del	 siglo	 pasado	 este	 enfoque	 cambió	para	 tratar	 de	 comprender	 el	
funcionamiento	 global	 de	 la	 célula	 eucariota.	 Así	 pues,	 la	 manipulación	
genética	de	 la	 levadura	del	vino,	del	pan	y	 la	cerveza,	ha	evolucionado	de	
forma	vertiginosa	en	los	últimos	40	años.










exógeno	 en	 forma	 de	 plásmido,	 éste	 debe	 contener	 alguna	 región	 que	 le	
permita	replicarse;	 los	plásmidos	episomales	(YEp)	fueron	los	primeros	de	
estas	características	y	se	obtuvieron	por	fusión	de	un	plásmido	de	E. coli	con	
un	 plásmido	 natural	 de	 la	 levadura	 que	 contiene	 un	 origen	 de	 replicación	
de	2	micras	(2µ)	(Beggs,	1978),	obteniendo	plásmidos	que	se	mantienen	en	
un	elevado	número	de	copias	en	la	levadura.	En	1979	Struhl	et al.,	aislaron	
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un	fragmento	de	ADN	de	1,4	kb,	que	contiene	el	gen	TRP1,	de	una	región	
próxima	 al	 centrómero	del	 cromosoma	 IV	de	 la	 levadura,	 y	 generaron	 los	
plásmidos	replicativos	(YRp)	que	no	necesitan	ser	integrados	en	el	genoma.	
Estos	 plásmidos	 son	 capaces	 de	 replicarse,	 pero	 su	 estabilidad	 es	 muy	
baja;	un	año	más	tarde	se	clonaron	fragmentos	próximos	al	centrómero	del	
cromosoma	III	de	la	levadura	en	plásmidos	YRp	y	se	aislaron	transformantes	
estables,	 apareciendo	 de	 este	 modo	 los	 plásmidos	 centroméricos	 (YCp)	
(Clarke	 y	 Carbon,	 1980).	 En	 determinadas	 circunstancias	 es	 necesaria	 la	
manipulación	de	 secuencias	 de	ADN	más	grandes,	 lo	 cual	 se	 hizo	posible	
gracias	a	los	cromosomas	artificiales	de	levadura	(YAC),	que	aparecieron	al	
agregar	 telómeros	 a	 los	YRp	 (Szostack	y	Blackburn,	 1982),	 y	que	pueden	
mantenerse	en	su	conformación	lineal.
	 Estos	 y	 otros	 vectores	 pueden	 expresar	 además	 una	 gran	 variedad	 de	
marcadores	de	selección.	Por	una	parte	encontramos	vectores	que	contienen	
















	 La	 levadura	 S. cerevisiae	 es	 también	 el	 único	 organismo	 en	 el	 que	 se	
han	 construido	 y	 comercializado	 dos	 colecciones	 completas	 de	 mutantes,	
disrumpiendo	 de	 forma	 sistemática	 todas	 las	 pautas	 abiertas	 de	 lectura	
conocidas.	 Esta	 tarea	 fue	 llevada	 a	 cabo	 por	 dos	 consorcios,	 el	 consorcio	
europeo	 EUROFAN	 (Dujon,	 1998)	 y	 el	 consorcio	 SGDP,	 que	 implicaba	
laboratorios	 europeos	 y	 estadounidenses	 (Winzeler	 et al.,	 1999).	 Las	













	 Además	 de	 las	 herramientas	 aquí	 mencionadas	 existen	 muchas	 más	
que	 facilitan	 el	 trabajo	 con	 este	microorganismo	 y	 aumentan	 su	 potencial	
biotecnológico.
3.2.	 Ruta	de	síntesis	de	isoprenoides
	 Como	 se	 ha	 mencionado	 anteriormente,	 la	 única	 ruta	 descrita	 para	 la	
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que	 les	permitían	crecer	en	ausencia	de	ergosterol,	 siendo	capaces	además	










a	 pesar	 de	 la	 importancia	 de	 estos	 compuestos	 como	 precursores	 de	 los	
esqueletos	terpénicos.	El	DMAPP	se	incorpora	también	como	intermediario	





	 Pese	 a	 que	 los	 intermediarios	 precursores	 se	 encuentran	 presentes	 en	







2005).	La	principal	causa	para	una	producción	 tan	 limitada	de	 terpenos	de	
cadena	corta,	y	más	concretamente	de	monoterpenos,	podría	ser	la	ausencia	
de	terpeno	sintasas	en	S. cerevisiae.	Si	a	este	hecho	le	sumamos	la	ausencia	
de	 una	 enzima	 especializada	 en	 la	 síntesis	 de	 GPP,	 parece	 lógica	 la	 poca	
relevancia	de	estos	compuestos	en	el	metabolismo	de	la	levadura.	Sin	embargo,	
existen	 indicios	 de	 que	 los	 monoterpenos	 pueden	 integrarse	 en	 algunos	
procesos	metabólicos	de	la	levadura,	produciéndose	biotransformaciones	de	
linalol,	 geraniol,	 nerol	 y	 α-terpineol	 (King	 y	Dickinson,	 2000;	Gamero	 et 
al.,	2011)	en	condiciones	de	laboratorio;	durante	el	proceso	de	vinificación,	




S. cerevisiae,	ATF1	(Fujii	et al.,	1994),	ATF2	(Nagasawa	et al.,	1998),	SLI1	
(Momoi	et al.,	2004),	EEB1 y	EHT1	(Saerens	et al.,	2006).	
3.3.	 S. cerevisiae	y	la	fermentación	vínica
	 La	 fermentación	 del	mosto	 de	 la	 uva	 para	 producir	 vino	 se	 remonta	 al	
menos	a	los	tiempos	del	imperio	egipcio.	Tradicionalmente	las	primeras	fases	
de	esta	fermentación	las	han	llevado	a	cabo	los	microorganismos	presentes	
en	 la	 uva,	 principalmente	 levaduras.	La	 especie	Kloeckera apiculata	 es	 la	
mas	abundante	en	los	granos	de	la	uva	(Fugelsang	y	Edwards,	2007),	donde	
aparecen	 también	 otras	 levaduras	 de	 bajo	 poder	 fermentativo	 y	 escasa	
resistencia	 al	 etanol	 pertenecientes	 a	 los	 géneros	 Candida,	 Cryptococcus,	
Debaryomyces,	 Hansenula,	 Issatchenkia,	 Kluyveromyces,	 Metschnikowia,	
Pichia	 y	 Rodotorula	 (Fleet	 y	 Heard,	 1993;	 Ribéreau-Gayon	 et al.,	 2006).	
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sucesiones	microbiológicas	de	tal	manera	que	las	levaduras	presentes	en	la	uva	
son	las	que	dan	inicio	al	proceso	de	fermentación	y	aproximadamente	a	partir	
del	 segundo	 día,	 las	 levaduras	 del	 genero	 Saccharomyces,	 principalmente	
S. cerevisiae	 comienzan	 a	 imponerse	 sobre	 el	 resto	 para	 acabar	 siendo	 la	
principal	 responsable	 de	 la	 fermentación	 alcohólica	 (Ribéreau-Gayon	 et 




























en	 el	 aroma	 primario	 de	 los	 vinos.	 Entre	 ellos	 encontramos,	 la	 variedad	
30 introducción
de	vid	 cultivada,	 el	 tipo	de	 suelo,	 la	 exposición	 al	 sol	 y	otras	 condiciones	
climatológicas,	los	tratamientos	pre-	y	postcosecha	y	las	técnicas	empleadas	
durante	 el	 cultivo	 y	 la	 recolección	 (Ribéreau-Gayon	 et al.,	 1975;	 Lacey	
et al.,	 1991).	Todos	 estos	 factores	 son	 en	 buena	 parte	 responsables	 de	 las	
diferencias	 existentes	 entre	 los	 vinos	 de	 distintas	 “denominaciones	 de	
origen”,	estableciéndose	el	potencial	de	los	vinos	resultantes	en	función	de	







al	que	sean	sometidos.	En	el	caso	de	vinos	 tintos	y	 rosados	 tiene	 lugar	un	
proceso	de	maceración	previo	o	simultáneo	al	comienzo	de	la	fermentación,	
lo	que	favorece	 la	 liberación	de	estos	compuestos	y	por	 tanto	su	presencia	
en	el	producto	final;	por	el	contrario,	en	la	elaboración	de	vinos	blancos	esta	
maceración	es	escasa	o	nula,	por	 lo	que	 la	mayor	parte	de	 los	compuestos	
presentes	en	la	piel	se	pierden	antes	del	comienzo	de	la	fermentación.
Tabla	5.	Percepción	sensorial	de	algunos	monoterpenos	y	derivados.
Compuesto Aroma Umbral de percepcióna
Linalol Dulce, fresco, cítrico 4-10
Geraniol Dulce, olor a rosas 4-75
Nerol Dulce, floral, ligeramente amargo 680-2200
Citronelol Fresco, amargo, rosal 11-2200
Linalil acetato Dulce, frutal 1000
Geranil acetato Fruta dulce, rosa 9-460
Neril acetato Azahar, rosa 2000-8500
Citronelil acetato Fresco, frutal 1000
aDatos	obtenidos	de	Feranoli,	2002	expresados	en	µg/L.
	 La	fracción	aromática	procedente	de	la	uva	está	principalmente	constituida	













su	 percepción	 (Ribéreau-Gayon	 et al.,	 1975).	 También	 cabe	 destacar	 que	
estos	monoterpenos	se	cuentan	entre	las	moléculas	y/o	grupos	de	moléculas	
consideradas	 factores	 de	 impacto	 y	 se	 considera	 que	 los	 cambios	 en	 su	
concentración	pueden	modificar	el	equilibrio	aromático	del	vino	(Escudero	et 
al.,	2004;	Ferreira	et al.,	2002).	El	linalol	fue	el	primer	componente	aromático	
del	 que	 se	 demostró	 su	 contribución	 al	 aroma	 de	 algunos	 vinos	Moscatel	






como	 se	ha	 comentado	 anteriormente,	 de	múltiples	 factores.	Sin	 embargo,	
destaca	 por	 su	 importancia	 la	 fermentación	 alcohólica,	 llevada	 a	 cabo	
mayoritariamente	por	la	levadura	S. cerevisiae.	Durante	este	proceso	el	95%	
de	 los	 azúcares	 (≈200	 g/L),	 se	 convierte	 en	 etanol	 y	 dióxido	 de	 carbono,	
productos	finales	de	dicha	fermentación.	El	5%	restante	es	utilizado	por	 la	
levadura	para	la	síntesis	de	material	celular	y	otros	compuestos,	generalmente	
volátiles	 (Lambrechts	y	Pretorius,	2000)	entre	 los	que	destacan	 los	ésteres	
y	 los	 alcoholes	 (Rapp	 y	 Mandery,	 1986).	 Entre	 los	 alcoholes	 producidos	













en	 botella,	 que	marcarán	 la	 evolución	 de	 su	 aroma.	 El	 envejecimiento	 en	
barrica	da	lugar	a	una	serie	de	interacciones	entre	los	compuestos	del	vino	
y	compuestos	de	la	madera,	pudiendo	producirse	degradaciones	enzimáticas	
o	 físico-químicas,	 compuestos	 fenólicos	 procedentes	 de	 la	 degradación	 de	
la	lignina	o	lactonas	(Masuda	y	Nishimura,	1971),	acetaldehídos	o	acetales	
son	 productos	 típicos	 de	 este	 proceso.	Cuando	 el	 envejecimiento	 del	 vino	
tiene	lugar	en	botella,	los	cambios	observados	son	producto	de	la	interacción	
entre	 los	 propios	 compuestos	 del	 vino;	 son	 características	 de	 este	 proceso	
la	 reducción	 de	 la	 concentración	 de	 ésteres	 de	 acetato,	 a	 excepción	 del	

















	 Sin	 embargo,	 el	 aroma	 de	 fondo	 se	 atribuye	 mayoritariamente	 a	
compuestos	aromáticos	derivados	del	metabolismo	de	S. cerevisiae	(Mauricio	


































no	 posee	 una	 actividad	 glicosidasa	 eficiente,	 por	 lo	 que	 la	mayoría	 de	 los	
monoterpenos	conjugados	presentes	en	el	mosto	continúan	en	este	estado	tras	
la	 vinificación.	 El	 aprovechamiento	 de	 estos	 conjugados	 para	 incrementar	
la	 concentración	 de	 monoterpenos	 volátiles	 en	 el	 vino	 ha	 sido	 objeto	 de	












de	Aspergillus nidulans	(Ganga	et al.	1999)	y	la	ramnosidasa	A	de	Aspergillus 







puede	mejorar	 los	 resultados	 obtenidos	 (Manzanares	 et al.,	 2003;	Herrero	
et al., sin	publicar).	En	cualquier	caso,	estas	estrategias	están	supeditadas	a	
la	 existencia	 de	 concentraciones	 relativamente	 elevadas	de	 los	 precursores	
en	 el	 mosto,	 y	 éstas	 pueden	 variar	 como	 se	 ha	 comentado	 anteriormente	
según	 la	variedad	de	uva	o	dependiendo	de	 la	 temporada,	 lo	que	 limita	 la	
reproducibilidad	de	los	vinos,	objetivo	que	hoy	en	día	se	valora	positivamente	
en	la	industria	vitivinícola.
	 De	especial	interés	para	nuestro	trabajo	es	la	expresión	en	S. cerevisiae de	
genes	que	en	plantas	codifican	monoterpeno	sintasas,	capaces	de	incrementar	








las	 técnicas	 tradicionales,	dado	que	 la	mejora	no	supondría	ningún	cambio	
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OBJETIVO GENERAL



















de	 Clarkia breweri	 y/o	 GES	 (codifica	 geraniol	 sintasa)	 de	 Ocimum 
basilicum en	microvinificaciones.
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1.	 MICROORGANISMOS
1.1.	 Bacterias
	 La	cepa	de	Escherichia coli DH5α	[endA1; hsdR17; gyrA96; thi-1; relA1; 
supE44; recA1; DlacU169 (F80 lacZDM15)]	(Hanahan,	1985)	se	empleó	en	
todos	los	experimentos	de	clonación	y	amplificación	de	ADN	plasmídico.
1.2.	 Levaduras
	 Las	 cepas	 de	 S. cerevisiae utilizadas	 en	 este	 trabajo	 se	 encuentran	







Derivada de FY1679. Cedida por 
el Dr. Agustín Aranda (Universitat 
de València)
YR172 MATa; ura3-52; YEplac195 BQS252 transformada con YEplac195. Este trabajo
YR174; YR175 MATa; ura3-52; YEp195Lis BQS252 transformada con YEp195Lis. Este trabajo
YR509; YR510 MATa; ura3-52; YEp195Ges BQS252 transformada con YEp195Ges. Este trabajo
YR176 MATa; ura3-52; YEp195Hmg BQS252 transformada con YEp195Hmg. Este trabajo
YR191; YR192 MATa; ura3-52; YEp195Lis_Hmg
BQS252 transformada con 
YEp195Lis_Hmg. Este trabajo
BQS253 MATα; ura3-52 Derivada de FY1679. Cedida por el Dr. Agustín Aranda
YR304 MATα; ura3-52; YEplac195 BQS253 transformada con YEplac195. Este trabajo
YR296; YR297 MATα; ura3-52; YEp195Lis BQS253 transformada con YEp195Lis. Este trabajo
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Nombre Genotipo Procedencia
FY1679 MATa/α; ura3-52/ura3-52 Thierry et al., 1990. Cedida por el Dr. Agustín Aranda
YR195 MATa/α; ura3-52/ura3-52; YEplac195
FY1679 transformada con 
YEplac195. Este trabajo
YR201; YR202 MATa/α; ura3-52/ura3-52; YEp195Lis
FY1679 transformada con 
YEp195Lis. Este trabajo
W303-1A
MATa; ade2-1; can1-100; 
ura3-1; leu2-3,112;
his3-11,15; trp1-1
Thomas y Rothstein, 1989. 
Cedida por el Dr. Marceŀlí del 
Olmo (Universitat de València)
YR159
MATa; ade2-1; can1-100; 
ura3-1; leu2-3,112;
his3-11,15; trp1-1; YEplac195
W303-1A transformada con 
YEplac195. Este trabajo
YR270; YR272
MATa; ade2-1; can1-100; 
ura3-1; leu2-3,112;
his3-11,15; trp1-1; YEp195Lis
W303-1A transformada con 
YEp195Lis. Este trabajo
YR420




W303-1A transformada con 
YEp195leu2d. Este trabajo
YR275; YR279




W303-1A transformada con 
YEp195Lis_leu2d. Este trabajo
BY4741 MATa; his3Δ1; leu2Δ0; met15Δ0; ura3Δ0
Brachmann et al., 1998. Cedida 
por la Dra. Francisca Rández 
(IATA)
YR442 MATa; his3Δ1; leu2Δ0; met15Δ0; ura3Δ0; YEplac195
BY4741 transformada con 
YEplac195. Este trabajo
YR444 MATa; his3Δ1; leu2Δ0; met15Δ0; ura3Δ0; YEp195Lis
BY4741 transformada con 
YEp195Lis. Este trabajo
YR446 MATa; his3Δ1; leu2Δ0; met15Δ0; ura3Δ0; Yep195Idi
BY4741 transformada con 
YEp195Idi. Este trabajo
YR448
MATa; his3Δ1; leu2Δ0; 
met15Δ0; ura3Δ0; 
Yep195Lis_Idi
BY4741 transformada con 
YEp195Lis_Idi. Este trabajo
Y07332
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Nombre Genotipo Procedencia
YR452; YR453
MATa; his3Δ1; leu2Δ0; 
met15Δ0; ura3Δ0; 
mod5::kanMX4; YEp195Lis
Y07332 transformada con 
YEp195Lis. Este trabajo
YR456; YR457










Brachmann et al., 1998. Cedida 











































Y21258 transformada con 
YEp195Lis_erg2. Este trabajo

















Y21258 transformada con 
YEp195Lis_erg2_Idi. Este 
trabajo
YR414; YR415 MATa; his3Δ1; leu2Δ0; ura3Δ0; YEp195Lis_erg2
Estirpe derivada de YR366 tras 
esporulación. Este trabajo
YR410; YR412
MATa; his3Δ1; leu2Δ0; 
ura3Δ0; erg20::kanMX4; 
YEp195Lis_erg2
Estirpe derivada de YR366 tras 
esporulación. Este trabajo
YR373; YR375
MATa; his3Δ1; leu2Δ0; 
ura3Δ0;
YEp195Lis_erg2_Hmg
Estirpe derivada de YR320 tras 
esporulación. Este trabajo
YR370; YR371
MATa; his3Δ1; leu2Δ0; 
ura3Δ0; erg20::kanMX4; 
YEp195Lis_erg2_Hmg
Estirpe derivada de YR320 tras 
esporulación. Este trabajo
YR474; YR476 MATa; his3Δ1; leu2Δ0; ura3Δ0; YEp195Lis_erg2_Idi
Estirpe derivada de YR470 tras 
esporulación. Este trabajo
YR477; YR479
MATa; his3Δ1; leu2Δ0; 
ura3Δ0; erg20::kanMX4; 
YEp195Lis_erg2_Idi




Jiménez-Martí et al., 2009. 
Derivada de ICV16, DSM. 
Cedida por el Dr. Marcel·lí del 
Olmo
YR254 ura3Δ::loxP/ura3Δ::loxP/ura3Δ::loxP; YEplac195
ICV16 ura3- transformada con 
YEplac195. Este trabajo
YR294; YR295 ura3Δ::loxP/ura3Δ::loxP/ura3Δ::loxP; YEp195Lis
ICV16 ura3- transformada con 
YEp195Lis. Este trabajo
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Nombre Genotipo Procedencia
YR513; YR514 ura3Δ::loxP/ura3Δ::loxP/ura3Δ::loxP; YEp195Ges
ICV16 ura3- transformada con 
YEp195Ges. Este trabajo
T73 Cepa vínica industrial
C.E.C.T. 1894; Querol et al., 
1992. Lallemand Inc.
T73URA3/ura3Δ URA3/ura3Δ Colección del grupo de trabajo
T73-4 ura3::470/ura3::470
Puig et al., 1998. Derivada de 
T73. Cedida por la Dra. Emilia 
Matallana (Universitat de València)
YR70 ura3::470/ura3::470; YEplac195
T73-4 transformada con 
YEplac195. Colección del grupo 
de trabajo
YR154; YR162 ura3::470/ura3::470; YEp195Lis
T73-4 transformada con 
YEp195Lis. Este trabajo
YR377; YR378 ura3::470/ura3::470; YEp195Ges
T73-4 transformada con 
YEp195Ges. Este trabajo
YR388 ura3::470/ura3::470; YIplac211
T73-4 transformada con 
YIplac211. Este trabajo
YR390; YR391 ura3::470/ura3::470; YIp211Lis






T73-4 transformada con 
YIp211Ges. Este trabajo
YR166 ura3::470/ura3::470; YEp195Hmg
T73-4 transformada con 
YEp195Hmg. Este trabajo
YR168; YR169 ura3::470/ura3::470; YEp195Lis_Hmg
T73-4 transformada con 
YEp195Lis_Hmg. Este trabajo
YR385 ura3::470/ura3::470; YEp195Idi
T73-4 transformada con 
YEp195Idi. Este trabajo
YR332; YR334 ura3::470/ura3::470; YEp195Lis_Idi
T73-4 transformada con 
YEp195Lis_Idi. Este trabajo
YR379; YR380 ura3::470/ura3::470; YEp195Ges_Idi
T73-4 transformada con 
YEp195Ges_Idi. Este trabajo
YR337; YR338 ura3::470/ura3::470; YEp195Lis_Idi_Hmg




T73-4 transformada con 
YEp195ERG. Este trabajo
YR252; YR253 ura3::470/ura3::470; YEp195Lis_ERG
T73-4 transformada con 
YEp195Lis_ERG. Este trabajo
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Nombre Genotipo Procedencia
YR227 ura3::470/ura3::470; YEp195erg2
T73-4 transformada con 
YEp195erg2. Este trabajo
YR158; YR229 ura3::470/ura3::470; YEp195Lis_erg2





Derivada de T73-4. Cedida por la 
Dra. Emilia Matallana
YR480 ura3::470/ura3::470; leu2Δ::leu2Δ; YEp195leu2d













Plásmido Descripción (marcador de selección) Procedencia
pGEM-T 
Easy
Diseñado para el clonaje de productos 
de PCR (Ampr) Promega (USA)
YEplac181
Plásmido episomal, origen de 
replicación de S. cerevisiae de 2µ 
(Ampr; LEU2)
Gietz y Sugino, 1988. 
Cedido por el Dr. Julio 
Polaina (IATA)
YEplac195
Plásmido episomal, origen de 
replicación de S. cerevisiae de 2µ 
(Ampr; URA3)
Gietz y Sugino, 1988. 
Cedido por el Dr. Julio 
Polaina
pG1-LIS
Plásmido episomal con la 
construcción TDH3p::LIS::PGK1t 
(Ampr; TRP1)
Herrero et al., 2008
YEp195Lis Plásmido YEplac195 con la construcción TDH3p::LIS::PGK1t
Este trabajo
YEpACT4
Plásmido episomal con el promotor 
del gen ACT1 de S. cerevisiae (Ampr; 
LEU2)
Sánchez-Torres et al., 
1998
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Plásmido Descripción (marcador de selección) Procedencia
TOPO-GES Plásmido comercial con el ADNc del gen GES de O. basilicum (Ampr)
Iijima et al., 2004. 




YEp181Ges Plásmido YEplac181 con la construcción ACT1p::GES::HIS3t
Este trabajo
YEp195Ges Plásmido YEplac195 con la construcción ACT1p::GES::HIS3t
Este trabajo
pAA8
Plásmido derivado de pUC18 con una 
versión del gen LEU2 de S. cerevisiae 
con el promotor delecionado (Ampr)
Adam et al., 1995. 
Cedido por el Dr. Julio 
Polaina 
YEp195leu2d
Plásmido YEplac195 con el marcador 





Plásmido YEplac195 con la 
construcción TDH3p::LIS::PGK1t y 
el marcador de auxotrofía LEU2-d 
(Ampr; URA3; LEU2-d)
Este trabajo
YIplac211 Plásmido integrativo de S. cerevisiae (Ampr; URA3)
Gietz y Sugino, 1988. 
Cedido por el Dr. Julio 
Polaina
YIp211Lis Plásmido YIplac211 con la construcción TDH3p::LIS::PGK1t
Este trabajo




Plásmido YEplac195 con la 
construcción PGK1p::cathmg1
Este trabajo




Plásmido YEplac195 con las 
construcciones TDH3p::LIS::PGK1t y 
PGK1p::cathmg1::CYC1t
Este trabajo
YEp195Idi Plásmido YEplac195 con el gen IDI1 bajo el control de su propio promotor Este trabajo
YEp195Lis_
Idi
Plásmido YEplac195 con la 
construcción TDH3p::LIS::PGK1t y el 
gen IDI1 bajo el control de su propio 
promotor
Este trabajo
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Plásmido Descripción (marcador de selección) Procedencia
YEp195Ges_
Idi
Plásmido YEplac195 con la 
construcción ACT1p::GES::HIS3t y el 





Plásmido YEplac195 con las 
construcciones TDH3p::LIS::PGK1t ; 
PGK1p::cathmg1::CYC1t y el gen IDI1 
bajo el control de su propio promotor
Este trabajo
YEp181ERG Plásmido YEplac181 con la construcción ACT1p::ERG20
Este trabajo
YEp195ERG Plásmido YEplac195 con la construcción ACT1p::ERG20
Este trabajo
YEp181erg2 Plásmido YEplac181 con la construcción ACT1p::erg20-2
Este trabajo




Plásmido YEplac195 con las 





Plásmido YEplac195 con las 












Plásmido YEplac195 con las 
construcciones TDH3p::LIS::PGK1t; 
ACT1p::erg20-2 y el gen IDI1 bajo el 





nombres,	 secuencias	 y	 la	 región	 diana	 sobre	 la	 que	 fueron	 empleados	 se	
detallan	en	la	Tabla	8.
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4.	 MEDIOS	DE	CULTIVO	Y	CONDICIONES	DE	CRECIMIENTO
	 En	 este	 apartado	 se	 describen	 los	 medios	 de	 cultivo	 y	 las	 condiciones	
empleadas	 para	 el	 crecimiento	 de	 los	 distintos	 tipos	 de	 microorganismos	
utilizados	en	el	presente	 trabajo.	En	 la	preparación	de	 todos	 los	medios	se	
aplicó	un	tratamiento	térmico	en	autoclave	de	121ºC	durante	20	minutos.	Los	
medios	sólidos	se	obtuvieron	añadiendo	1,5%	(p/v)	de	agar	bacteriológico,	
a	 excepción	 del	medio	 de	 esporulación	 de	S. cerevisiae,	 en	 el	 que	 éste	 se	





	 Para	el	crecimiento	rutinario	de	E. coli se	empleó	el	medio	LB	(Sambrook	
y	Russell,	2001).	Este	medio	contiene	10	g/L	de	triptona,	10	g/L	de	NaCl	y	
5	g/L	de	extracto	de	levadura.	
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portadoras	 de	 plásmido	 al	 final	 de	 la	 fase	 de	 crecimiento	 exponencial.	
También	 se	empleó	como	medio	 líquido,	para	 la	obtención	de	preinóculos	




	 Medio	 rico	 compuesto	 por	 20	 g/L	 de	 peptona,	 20	 g/L	 de	 D-glucosa	 y	















4.2.1.4.  Análisis de la estabilidad plasmídica











las	 colonias,	 estableciéndose	 la	 frecuencia	 de	 permanencia	 del	 plásmido	
analizado	como	el	porcentaje	de	colonias	que	son	capaces	de	crecer	en	medio	
selectivo	tomando	como	referencia	el	número	de	colonias	que	aparecen	en	
medio	 completo	 “%	permanencia	de	plásmido	=	 (número	de	 colonias	SD/
número	de	colonias	YPD)	X	100”.
	






periódicamente	 monitorizando	 el	 crecimiento	 de	 las	 levaduras,	 ºBrix,	
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5.1.2. Digestión






enzima	 se	 sometieron,	 siempre	 que	 fue	 posible,	 a	 restricciones	 dobles	
ajustando	las	condiciones	de	 incubación	y	composición	de	 la	mezcla	de	
reacción	 para	 optimizar	 la	 eficiencia	 de	 ambas	 endonucleasas;	 siempre	
que	la	eficiencia	prevista	para	alguna	de	las	enzimas	estaba	por	debajo	del	
75%	 se	 realizaron	 digestiones	 secuenciales,	 purificando	 los	 fragmentos	
entre	las	mismas.
5.1.3. Tratamientos enzimáticos




los	 extremos	 de	 los	 mismos,	 tratando	 el	 vector	 linearizado	 con	 fosfatasa	






5.1.4. Purificación de fragmentos de ADN
	 Los	fragmentos	de	ADN	fueron	purificados	a	partir	de	geles	de	agarosa,	
con	el	kit	“QIAquick	Gel	Extraction	Kit”	(Qiagen,	Alemania).	Los	fragmentos	
de	 ADN	 obtenidos	 mediante	 amplificación	 por	 PCR	 fueron	 purificados	
directamente	con	el	kit	comercial	“GFX	PCR	DNA	and	Gel	Band	Purification	
Kit”	(GE	Healthcare,	USA).




 Tamaño del inserto en pb
ng de vector X (                                         ) = ng de insertoTamaño del vector en pb
	 Siempre	que	fue	posible	se	utilizó	una	relación	3:1	(inserto:vector)	en	el	
proceso	de	ligación,	tal	como	recomendaba	el	fabricante	de	la	enzima	ADN	
ligasa	 del	 bacteriófago	 T4	 (Roche,	 Alemania).	 Se	 utilizaron	 100-200	 ng	
de	vector	en	cada	ligación	con	1-5	U	de	ligasa	en	función	de	la	dificultad.	
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5.3.	 Recuperación	de	plásmidos	de	S. cerevisiae
	 Este	método	se	empleó	para	confirmar	la	presencia	de	ADN	plasmídico	
en	 los	 transformantes	 de	 S. cerevisiae.	 Se	 empleó	 el	 kit	 comercial	
“GenElute	 plasmid	 miniprep	 kit”	 (Sigma,	 Sigma-Aldrich,	 USA)	 tras	
la	 ruptura	mecánica	 de	 las	 células	 de	 levadura	 con	 bolas	 de	 vidrio	 de	
0,5	mm	(Biospec	products	Inc.)	y	3	ciclos	de	30	segundos	en	un	agitador	












	 Las	 reacciones	 se	 llevaron	 a	 cabo	 en	 10-50	 µL	 de	 volumen	 final	 y	 las	
condiciones	de	PCR	se	ajustaron	en	función	de	la	temperatura	de	hibridación	
de	la	pareja	de	oligonucleótidos	y	la	longitud	del	molde	a	amplificar.
5.4.1. PCR en gradiente
	 Para	 la	 determinación	 de	 la	 temperatura	 de	 anillamiento	 óptima	 de	





5.4.2. PCR de fusión
	 Esta	 técnica	se	utilizó	para	 la	 síntesis	de	una	sonda	híbrida	capaz	de	
detectar	 simultáneamente	 los	 fragmentos	 del	 genoma	 correspondientes	
a	 los	 genes	 ERG20	 y	 URA3.	 Para	 ello	 se	 diseñaron	 3	 parejas	 de	
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oligonucleótidos;	 en	 una	 primera	 reacción	 de	 PCR	 se	 amplificó	 una	
región	 interna	 del	 ADN	 codificante	 de	 cada	 gen	 con	 las	 parejas	 de	







URA3FR	 diseñada	 para	 amplificar	 la	 secuencia	 completa,	 se	 aisló	 el	
fragmento	de	PCR	deseado,	se	clonó	en	pGEM-T	Easy	y	se	utilizó	como	







de	ADN	 empleadas	 en	 la	 detección	 de	ARNm	 por	 análisis	 northern.	 En	
primer	 lugar	se	amplificó	la	región	que	se	emplearía	como	sonda	por	PCR	
convencional,	 y	 una	 vez	 obtenido	 este	 fragmento	 se	 utilizó	 como	 molde	
en	 una	 reacción	 de	 PCR	 con	 nucleótidos	 marcados	 (DIG	 DNA	 Labeling	
Mix	-	Roche)	y	un	único	oligonucleótido	que	sirvió	de	cebador	para	la	sintesis	





Sequencing	 Kit”	 (Applied	 Biosystems,	 USA)	 y	 analizado	 en	 el	
Servicio	de	Secuenciación	de	la	Universidad	de	Valencia,	utilizando	un	
secuenciador	 automático	 de	ADN	ABI	 PRISM	 310	 Genetic	Analyzer	
(Applied	 Biosystems).	 El	 ADN	 molde	 empleado	 fue	 plasmídico	 o	
producto	de	PCR.	Los	cromatogramas	obtenidos	 tras	 las	reacciones	de	
secuenciación	 se	 analizaron	 utilizando	 el	 paquete	 informático	 Staden	
(Staden,	1996).
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5.6.	 Electroforesis	de	ADN	y	ARN	en	geles	de	agarosa
	 La	 separación	 de	 fragmentos	 de	 ADN	 y	 ARN	 se	 realizó	 en	 geles	
de	 agarosa,	 normalmente	 con	 una	 concentración	 del	 0,8%	 (p/v).	 En	
la	 electroforesis	 y	 preparación	 de	 los	 geles	 se	 usó	 tampón	 TAE	 (1x)	











5.7.1. Extracción rápida de ADN de S. cerevisiae
	 Para	el	análisis	mediante	PCR	de	los	genotipos	de	cepas	de	levadura	se	
realizó	un	 tratamiento	 térmico	de	 las	colonias	que	se	querían	analizar.	Las	











(Seikagaku	Corporation,	 Japón),	 se	 incubó	a	37ºC	durante	1	hora.	Las	
células	se	recuperaron	por	centrifugación	(3	minutos;	12.000	rpm)	y	se	
resuspendieron	en	el	tampón	2	(Tris	50	mM;	EDTA	20	mM	pH	7.4),	se	
añadieron	13	µL	de	SDS	10%	 (p/v)	y	 se	 incubaron	5	minutos	 a	65ºC.	









5.7.3. Extracción de ADN genómico
	 Las	preparaciones	de	ADN	genómico,	de	calidad	suficiente	para	realizar	
análisis	Southern,	se	llevaron	a	cabo	mediante	el	siguiente	protocolo.
	 Se	 recuperaron	 por	 centrifugación	 las	 células	 de	 un	 cultivo	 de	
50	mL	crecido	 	 durante	 	 16	 	 horas	 	 en	 	YPD,	 	 se	 	 resuspendieron	 	 en	
5	mL		de	solución		de		pretratamiento		(Tris-HCl		50	mM	pH	8.0;	DTT	
10	mM)	y	 se	 incubaron	 20	minutos	 a	 30ºC.	Las	 células	 se	 recogieron	
por	centrifugación,	se	resuspendieron	en	5	mL	de	una	solución	(sorbitol	
1	 M;	 Tris-HCl	 50	 mM	 pH	 8.0;	 zimoliasa	 10	 µg/mL)	 y	 se	 incubaron	
1	 hora	 a	 30ºC.	 Los	 esferoplastos	 se	 recogieron	 por	 centrifugación	
y	 se	 resuspendieron	 en	 900	µL	 de	 solución	 de	 lisis	 (Tris-HCl	 50	mM	






1	 hora	 a	 37ºC.	El	ADN	 se	 sometió	 a	 extracción	 fenólica,	 se	 precipitó	






de	 restricción	y	 se	 cargaron	 en	un	gel	 de	 agarosa,	 la	 transferencia	 a	 la	
membrana	Hybond-N+	 (GE	Healthcare)	 se	 realizó	mediante	 trampa	 de	
vacío	añadiendo	secuencialmente	 las	soluciones	de	despurinación	(HCl	
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0,2	M	durante	45	minutos),	desnaturalización	(NaCl	1,5	M;	NaOH	0,5	M	
durante	30	minutos)	y	neutralización	(NaCl	1,5	M;	Tris-HCl	1	M	pH	7.4	
durante	30	minutos).	La	 transferencia	 se	 completó	 con	SSC20X	 (NaCl	
3	M;	citrato	de	sodio	0,3	M	durante	45	minutos)	y	el	ADN	se	 fijó	a	 la	









células	 se	 resuspendieron	 en	 0,5	 mL	 de	 tampón	 LETS	 (LiCl	 0,1	 M;	
EDTA	0,01	M;	SDS	0,2%	(p/v);	Tris-HCl	0,01	M	pH	7.4),	se	añadieron	
0,5	mL	de	 fenol	 saturado	 pH	4.3	 (AMRESCO,	USA),	 0,5	mL	de	 bolas	
de	vidrio	de	0,5	mm	de	diámetro	y	se	rompieron	alternando	3	pulsos	de	
30	segundos	a	máxima	velocidad	en	un	agitador	“Minibeadbeater-8	Cell	
Disruption”	 con	30	 segundos	 en	hielo.	Las	muestras	 se	 centrifugaron	5	
minutos	a	12.000	rpm	en	una	centrífuga	refrigerada	a	15ºC	y	se	extrajo	
el	sobrenadante	una	vez	con	un	volumen	de	fenol:cloroformo	(5:1)	(v:v)	










Healthcare)	 se	 tiñeron	 con	0,03%	azul	 de	metileno	 como	control	 de	 carga	
(Herrin	y	Schmidt,	1988)	y	se	 lavaron,	hibridaron	y	detectaron	usando	 los	
mismos	 reactivos	 descritos	 para	 la	 técnica	 de	 Southern.	 Como	 sonda	 se	
utilizaron	los	fragmentos	de	ADN	marcados	por	PCR	asimétrica.
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6.	 MANIPULACIÓN	DE	PROTEÍNAS
6.1.	 Extracción	de	las	proteínas	totales	de	S. cerevisiae






















	 Para	 la	 extracción	 de	 terpenos,	 se	 añadieron	 0,6	 g	 de	NaCl	 a	 3	mL	 de	
las	muestras	recogidas	y	se	incubaron	en	agitación	a	temperatura	ambiente	
durante	2	horas	para	favorecer	la	volatilización	de	los	terpenos.	Transcurrido	
este	 tiempo,	 se	 realizó	 una	microextracción	 en	 fase	 sólida	 del	 espacio	 de	
cabeza,	 exponiendo	 una	 fibra	 de	 polidimetil-siloxano	 durante	 30	minutos;	
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esta	 fibra	 se	 inyectó	 posteriormente	 en	 un	 cromatógrafo	 de	 gases	 para	 la	
separación	de	los	terpenos.
	 La	 separación	 y	 cuantificación	 de	 monoterpenos	 y	 sus	 ésteres	 se	 realizó	


















8.1.1. Preparación de células termocompetentes
	 La	preparación	de	las	células	termocompetentes	se	llevó	a	cabo	mediante	
el	protocolo	descrito	por	Hanahan	(1983).
	 Se	 inoculó	 un	 matraz	 con	 250	 mL	 de	 medio	 MTB	 con	 5	 mL	 de	 un	
precultivo	de	16	horas	y	se	incubó	a	37ºC	y	200	rpm	hasta	una	DO600	de	0,48.	






alícuotas	 de	 100-200	 µL	 en	 tubos	 eppendorf.	 Las	 células	 se	 pueden	 usar	
inmediatamente	o	congelar	en	nitrógeno	líquido	y	conservar	a	-80ºC.
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8.1.2. Transformación por choque térmico
	 Las	 células	 termocompetentes	 se	 descongelaron	 en	 hielo,	 se	 añadieron	
entre	1	y	20	µL	de	 la	mezcla	de	 ligación	o	del	plásmido	a	amplificar	y	se	
coincubaron	20	minutos	en	hielo.	A	continuación	se	sometieron	a	un	choque	

























se	 añadieron	33	µL	de	DMSO	para	 incrementar	 el	 número	de	poros	 en	 la	
membrana	celular,	y	todas	las	transformaciones	se	sometieron	a	un	choque	
térmico	de	20	minutos	en	un	baño	de	agua	a	42ºC.	Las	células	se	recogieron	
por	 centrifugación	 suave	 (1	 minuto	 a	 8.000	 rpm)	 y	 se	 resuspendieron	
cuidadosamente	 en	 medio	 rico	 YPD	 para	 su	 recuperación	 2-4	 horas.	
Finalmente	las	células	se	sembraron	en	placas	de	medio	sólido	selectivo	y	se	
dejaron	crecer	2-4	días.	Todas	las	transformaciones	se	llevaron	a	cabo	con	los	
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plásmidos	descritos	en	la	Tabla	7,	los	plásmidos	integrativos	se	linearizaron	




	 Para	las	búsquedas	en	el	genoma	de	S. cerevisiae se	utilizó	la	base	de	datos	
(SGD)	www.yeastgenome.org,	proporcionada	por	la	Universidad	de	Stanford.	




representación	 de	 estrategias	 de	 clonación	 como	 Generunner,	 DNAMAN,	
Staden	Package,	Visual	cloning	y	Chromas	entre	otros	se	usaron	para	diseñar	
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I.	 CARACTERIZACIÓN	 DE	 LA	 CAPACIDAD	 DE	




La	 producción	 de	 linalol	 derivada	 de	 la	 expresión	 del	 gen	
LIS	 (codifica	 S-linalol	 sintasa	 en	 Clarkia breweri),	 en	 cepas	
de	 laboratorio	 y	 cepas	 vínicas	 industriales	 de	 S. cerevisiae,	
se	 utilizó	 en	 primer	 lugar	 como	 marcador	 para	 evaluar	
posibles	 diferencias	 en	 su	 capacidad	 inherente	 para	 producir	
monoterpenos	y	seleccionar	así	 las	mejores	hospedadoras	para	







de	 producción	 que	 triplicaron	 los	 obtenidos	 en	 las	 cepas	 de	
laboratorio	 ensayadas.	 Asimismo,	 la	 producción	 de	 geraniol,	
derivada	de	la	expresión	del	gen	GES	(codifica	geraniol	sintasa	







cantidades	 detectables	 de	 otros	 monoterpenos	 y	 ésteres	 con	





que	 codifican	monoterpeno	 sintasas	 en	plantas,	 lo	 cual	 ha	posibilitado	 el	
desarrollo	de	nuevas	estrategias	de	sobreproducción	de	estos	compuestos	
en	plantas	(Aharoni	et al.,	2006;	Diemer	et al.,	2001;	Muñoz-Bertomeu	et 
al.,	2008)	y	microorganismos	(Carter	et al.,	2003;	Hernández	et al.,	2007).	
El	gen	LIS	de	Clarkia breweri	(Dudareva	et al.,	1996)	codifica	una	S-linalol	
70 resultados y discusión
sintasa	previamente	purificada	por	el	grupo	de	investigación	(Pichersky	et 
al.,	1995),	que	cataliza	la	producción	específica	del	estereoisómero	S-linalol,	
uno	 de	 los	monoterpenos	 con	 potencial	 industrial	 y	 considerado	 además	
importante	 para	 determinar	 el	 aroma	 de	 ciertos	 tipos	 de	 vino,	 utilizando	









sintasas	 y	 el	 precursor	 natural	 de	 los	 monoterpenos	 (GPP)	 sólo	 existe	




no	 existen	 genes	 para	 la	 síntesis	 de	monoterpenos,	 sus	 células	 poseen	 la	
capacidad	de	bioconvertir	monoterpenos	como	el	geraniol,	que	según	está	
descrito	puede	ser	reducido	a	citronelol	y	convertido	a	linalol	(Gramatica	
et al.,	 1982;	King	 y	Dickinson,	 2000;	Gamero	et al.,	 2011;	Khor	 y	Uzir	
2011),	y	se	han	caracterizado	varias	enzimas	con	actividad	alcohol	acetil	
transferasa	 que	 podrían	 actuar	 sobre	 estos	 monoterpenos	 para	 dar	 lugar	













plataforma	 para	 la	 producción	 de	 sesquiterpenos,	 diterpenos,	 triterpenos	 y	
carotenos	 y	 su	 capacidad	 para	 esta	 tarea	 está	 sobradamente	 demostrada	 y	
Producción heteróloga de monoterPenos en SaccharomyceS cereviSiae 71
revisada	 (Asadollahi	 et al.,	 2008;	 Chang	 y	 Keasling,	 2006;	 Huang	 et al.,	
2008;	Kirby	 y	Keasling,	 2009;	Marasco	 y	 Schmidt-Dannert,	 2007;	Maury	
et al.,	2005;	Nevoigt,	2008).	Hasta	ahora,	 la	mayor	parte	de	las	estrategias	
de	mejora	de	producción	de	metabolitos	se	han	llevado	a	cabo	en	cepas	de	
laboratorio,	 dejando	 las	 levaduras	 industriales	 y/o	 los	 aislados	 naturales	
fuera	de	estos	estudios	por	 su	complejidad	y	dificultad	de	manejo,	pero	 la	
selección	 de	 una	 buena	 cepa	 hospedadora	 puede	 ser	 crucial	 para	 procesos	
de	 sobreproducción	 de	 enzimas	 y/o	 metabolitos.	 Como	 muestra	 de	 ello	
encontramos	 la	 sobreexpresión	 de	 la	 enzima	 glucoamilasa	 codificada	
por	 el	 gen	STAI	 (Latorre-García	 et al.,	 2008)	 en	 cepas	 de	 laboratorio	 con	
diferente	 ploidía	 y	 cepas	 industriales	 de	 S. cerevisiae,	 en	 la	 que	 algunas	
cepas	 industriales	mostraron	una	mayor	actividad	enzimática	y	 también	 se	
estableció	una	relación	de	esta	actividad	con	la	ploidía	de	las	cepas,	siendo	
mayor	conforme	se	incrementaba	la	dosis	génica.





(Herrero	et al.,	 2008);	 lo	que	 facilita	 el	 análisis	de	 las	muestras	y	permite	
una	interpretación	directa	del	efecto	que	pueda	tener	el	fondo	genético	de	las	
levaduras	 sobre	dicha	producción.	Asimismo,	 el	gen	GES	 de	O.	basilicum	
(GenBank	 AY362553)	 se	 incluyó	 en	 estos	 estudios	 para	 determinar	 la	
reproducibilidad	de	los	resultados	obtenidos	al	expresar	otras	monoterpeno	
sintasas.
I.1.1. Construcción de plásmidos episomales para expresar los genes 
LIS de C. breweri y GES de O. basilicum en S. cerevisiae
	 Para	 la	 expresión	 en	S. cerevisiae	 del	 gen	LIS bajo	 el	 control	 del	
promotor	 constitutivo	 del	 gen	 TDH3	 (codifica	 gliceraldehído-3-
fosfato	deshidrogenasa	en	S. cerevisiae)	y	el	terminador	del	gen	PGK1	
(codifica	3-fosfoglicerato	kinasa	en	S. cerevisiae),	y	del	gen	GES	bajo	
el	 promotor	 del	 gen	 de	 expresión	 constitutiva	ACT1	 (codifica	 actina	
en	 S. cerevisiae)	 y	 el	 terminador	 del	 gen	 HIS3	 (codifica	 imidazol	
glicerol	 fosfato	deshidratasa	en	S. cerevisiae) se	seleccionó	el	vector	
de	expresión	YEplac195	(Gietz	y	Sugino,	1988),	derivado	de	pUC19	y	
pBR322,	que	es	compatible	con	todas	las	cepas	de	levadura	utilizadas	
en	 este	 estudio	 al	 llevar	 como	 marcador	 de	 selección	 el	 gen	 URA3	
72 resultados y discusión
(codifica	 orotidina-5´-fosfato	 descarboxilasa	 en	 S. cerevisiae);	









la	 enzima	 fosforibosil	 antranilato	 isomerasa).	 El	 fragmento	 resultante	







GES-L35-Bs	 para	 iniciar	 la	 síntesis	 a	 partir	 del	 aminoácido	 serina	
35	 de	 la	 proteína	 silvestre	 (Iijima	 et al.,	 2004),	 y	 evitar	 así	 posibles	
problemas	de	plegamiento	o	localización	de	la	enzima	geraniol	sintasa	
debidos	 a	 la	 presencia	 de	 un	 péptido	 de	 localización	 subcelular	 en	 su	
extremo	N-terminal,	lo	que	es	habitual	en	las	terpeno	sintasas	de	plantas	
(Bohlmann	 et al.,	 1998)	 y	 que	 puede	 limitar	 el	 nivel	 de	 las	 mismas	
en	 expresiones	 heterólogas.	 El	 fragmento	 de	 1,6	 kb	 resultante	 de	 la	
reacción	de	PCR	 llevada	a	cabo	con	esos	cebadores	 se	 subclonó	en	el	
plásmido	 pGEM-T	 Easy	 y,	 una	 vez	 comprobada	 por	 secuenciación	 la	
ausencia	 de	 errores	 introducidos	 durante	 la	 amplificación,	 se	 digirió	
secuencialmente	con	EcoRI	y	BspLU11I	(el	extremo	cohesivo	generado	

































































Figura	6.	Plásmidos	empleados	para	 la	obtención	de	cepas	de	S. cerevisiae que	expresen	
los	 genes	LIS de	C. breweri	 y	GES de	O. basilicum.	Los	 sitios	 de	 restricción	 empleados	
en	 las	 construcciones	 aparecen	 señalados.	Los	 corchetes	 indican	 sitios	 de	 restricción	 que	
desaparecen	tras	la	ligación.
I.1.2. Obtención de cepas de S. cerevisiae que expresan los genes LIS de 
C. breweri y GES de O. basilicum
	 Las	 cepas	 de	 laboratorio	W303-1A,	 BQS252,	 BQS253	 y	 FY1679,	 y	
las	 cepas	 vínicas	 ICV16	ura3-	 y	T
73
-4	 (mutantes	 de	 pérdida	 de	 función	
del	 gen	 URA3)	 (Tabla	 6)	 se	 transformaron	 según	 se	 ha	 descrito	 en	 el	
apartado	de	Materiales	y	Métodos	de	 la	presente	Memoria	con	el	fin	de	
obtener	 distintas	 cepas	 de	 S.	 cerevisiae	 que	 expresaran	 el	 gen	 LIS	 de	
C.	 breweri.	 El	 plásmido	YEp195Lis	 fue	 empleado	 a	 tal	 efecto	 y	 entre	
los	transformantes	protótrofos	para	uracilo	se	seleccionaron	dos	de	cada	
fondo	 genético	 para	 comparar	 la	 producción	 de	 linalol.	 Se	 generaron	
así	 las	cepas	YR270	e	YR272	(W303-1A	YEp195Lis);	YR174	e	YR175	



















sintasas	 da	 lugar	 a	 rendimientos	 similares.	 Como	 en	 el	 caso	 anterior,	 dos	
transformantes	 de	 cada	 fondo	 genético	 fueron	 seleccionados	 en	 placas	





	 Para	 confirmar	 que	 la	 transformación	 había	 sido	 llevada	 a	 cabo	 con	
éxito,	 se	 recuperaron	 los	 plásmidos	 de	 las	 cepas	 de	 levadura	 generadas	 y	
tras	el	análisis	de	restricción	con	HindIII	se	constató	la	ausencia	de	grandes	
reorganizaciones	y	se	procedió	a	su	análisis	fenotípico.
I.1.3. Producción de linalol en cepas de laboratorio haploides de 
S. cerevisiae que expresan el gen LIS de C. breweri
	 Basándonos	 en	 el	 supuesto	 de	 que	 el	 fondo	 genético	 de	 las	 cepas	
hospedadoras	 pudiera	 tener	 un	 efecto	 significativo	 sobre	 la	 producción	
de	monoterpenos,	en	primer	lugar	se	comparó	la	capacidad	inherente	de	
cepas	 de	 S. cerevisiae	 con	 orígenes	 y/o	 características	 diferentes	 para	
la	 producción	 de	 estos	 compuestos.	 Los	 estudios	 realizados	 por	 otros	
investigadores	para	producir	el	sesquiterpeno	epi-cedrol	en	S. cerevisiae	
mostraron	que	la	producción	de	este	compuesto	en	cepas	MATa	duplicaba	
la	obtenida	con	aquellas	de	 tipo	sexual	MATα	(Jackson	et al.,	2003),	 lo	
que	 sugería	 que	 las	 cepas	 de	 levadura	 haploides	 de	 tipo	 sexual	MATa	
podrían	 necesitar	 sintetizar	 más	 FPP	 (precursor	 de	 los	 sesquiterpenos)	
para	la	prenilación	del	factor-a	(Anderegg	et al.,	1988).	Este	hecho	sugiere	
además	que	las	cepas	de	levadura	de	distinto	tipo	sexual	podrían	presentar	
también	 diferencias	 que	 afectaran	 a	 la	 disponibilidad	 de	 GPP	 para	 las	
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monoterpeno	 sintasas.	 Con	 el	 fin	 de	 determinar	 si	 existe	 relación	 entre	
la	producción	de	monoterpenos	y	el	tipo	sexual	de	la	levadura,	las	cepas	





resultados	 preliminares	 indicaban	 que	 la	 producción	 de	 linalol	 en	 este	
medio	era	mayor	a	la	obtenida	en	medio	selectivo	SD	(Herrero	y	Orejas,	sin	
publicar),	y	las	muestras	se	recogieron	a	las	24	y	32	horas	para	determinar	









	 Al	 no	 haber	 encontrado	 diferencias	 en	 la	 capacidad	 para	 producir	
monoterpenos	entre	cepas	haploides	de	diferente	 tipo	sexual,	se	decidió	
seleccionar	 cepas	de	 levadura	de	 tipo	 sexual	MATa	 como	hospedadoras	
para	 los	 ensayos	 de	 producción	 en	 cepas	 haploides.	 Por	 ello,	 para	
profundizar	 en	 el	 estudio	 de	 la	 capacidad	 productora	 de	 las	 células	
haploides	 de	 S. cerevisiae,	 la	 cepa	 de	 tipo	 sexual	 MATa	 W303-1A	 se	
transformó	 con	 el	 plásmido	YEp195Lis	 y	 los	 transformantes	YR270	 e	
YR272	fueron	seleccionados	en	medio	mínimo	sin	uracilo.	La	producción	
absoluta	 de	 linalol	 de	 estos	 transformantes	 (media	 10,90	 ±	 2,04	 µg/L)	
fue	la	mitad	de	la	obtenida	con	los	transformantes	derivados	de	BQS252.	
Sin	 embargo,	 debido	 a	 que	 el	 crecimiento	 de	 la	 cepa	 W303-1A	 era	










independientemente	 de	 su	 tipo	 sexual	 y/o	 procedencia.	 Tampoco	 se	
hallaron	niveles	detectables	de	linalol	en	la	cepa	control	YR159	(W303-1A	
YEplac195).
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I.1.4. Producción de linalol en cepas vínicas de S. cerevisiae que expresan 
el gen LIS de C. breweri





y	 que	 han	 evolucionado	 para	 adaptarse	 a	 las	 condiciones	 específicas	 de	 la	
vinificación.	Dados	los	múltiples	y	variopintos	estreses	a	los	que	la	levadura	
ha	de	sobreponerse	en	esas	condiciones,	como	el	estrés	osmótico	y	 las	altas	












se	 transformaron	 con	 el	 plásmido	YEp195Lis	 y	 dos	 transformantes	 de	 cada	
fondo	genético	fueron	seleccionados	en	placas	de	medio	mínimo	sin	uracilo.




de	monoterpenos.	 Lo	 que	 no	 quiere	 decir	 que	 todas	 las	 levaduras	 vínicas	
posean	la	misma	capacidad	inherente	para	la	producción	de	monoterpenos,	










hospedadoras,	 la	 producción	 de	 linalol	 de	 las	 cepas	 derivadas	 de	 FY1679	
(YR201	 e	YR202;	media	 17,37	 ±	 1,84	 µg/L)	 se	 comparó	 con	 la	 obtenida	
con	 las	 cepas	 haploides	 BQS252Lis	 (21,97	 ±	 1,76	 µg/L)	 y	 BQS253Lis	
(21,86	±	1,82	µg/L)	(Figura	7).	Este	resultado	indica	que	el	hecho	de	poseer	
un	 genoma	 diploide	 no	 es	 suficiente	 para	 que	 se	 dé	 un	 incremento	 en	 la	
capacidad	de	la	levadura	para	producir	monoterpenos	y	por	tanto,	la	capacidad	












e	 YR295	 (ICV16	 ura3-Lis)	 y	 la	 cepa	 de	 laboratorio	 YR175	 (BQS252Lis)	






en	 todas	 las	 cepas	 de	 levadura.	 Si	 bien	 esto	 no	 esclarece	 las	 causas	 de	 las	

























































































de	 las	 cepas	 YR162	 (T
73
-4Lis);	 YR175	 (BQS252Lis)	 e	 YR295	 (ICV16	 ura3-Lis).	 Los	























con	 los	 oligonucleótidos	 LIS-A	 y	 LIS-B.	 No	 se	 observaron	 grandes	
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diferencias	en	la	intensidad	de	las	bandas	correspondientes	al	ARNm	LIS	





















heteróloga	 de	 monoterpenos	 depende	 del	 fondo	 genético	 de	 la	 cepa	
hospedadora	 y	 por	 tanto	 la	 selección	 de	 una	 buena	 cepa	 previamente	 a	 la	
aplicación	 de	 estrategias	 de	 ingeniería	 metabólica	 podría	 ser	 clave	 para	
la	 optimización	 de	 los	 resultados	 obtenidos.	 La	 disponibilidad	 de	 GPP	
intracelular	es	la	explicación	más	directa	aunque	no	podemos	descartar	otros	

















80 resultados y discusión
I.1.5. Producción de geraniol en cepas vínicas de S. cerevisiae que 
expresan el gen GES de O. basilicum
	 A	 pesar	 de	 que	 la	 cepa	 vínica	T
73
-4	 presenta	 una	mayor	 capacidad	
para	 la	 producción	 de	 linalol	 que	 las	 cepas	 de	 laboratorio	 estudiadas,	
los	niveles	obtenidos	 siguen	 siendo	bastante	 limitados	para	 su	posible	
aplicación	industrial.	Además,	en	trabajos	anteriores	del	grupo	se	había	
mostrado	 que	 la	 producción	 de	 este	monoterpeno	 se	 reduce	 hasta	 tres	
veces	en	ensayos	de	microvinificación	(Herrero	et al.,	2008).	Por	ello,	
se	decidió	comparar	la	producción	de	geraniol,	con	potencial	aplicación	
en	 las	 industrias	 cosmética	 y	 alimentaria,	 resultante	 de	 la	 expresión	





al.,	 2007)	 rindiendo	 niveles	 de	 geraniol	 considerablemente	 superiores	








y	 los	 transformantes	 fueron	 aislados	 en	 placas	 de	 medio	 mínimo	 sin	
uracilo.	Las	 cepas	 protótrofas	YR509	 e	YR510	 (BQS252Ges);	YR513	









vínica	 ICV16	 ura3-	 (media	 4,08	 ±	 0,32	 mg/L),	 estableciéndose	 que	
la	 producción	 es	 dos	 veces	mayor	 en	 la	 cepa	T
73
-4,	 tal	 como	 se	 había	
observado	 para	 la	 producción	 de	 linalol	 (Figura	 10A).	 La	 producción	
media	 de	 geraniol	 de	 las	 cepas	 derivadas	 de	 BQS252	 fue	 de	 3,40	 ±	
0,34	mg/L,	 lo	 que	 significa	 una	 producción	 de	 alrededor	 del	 40%	 de	
la	 obtenida	 con	 la	 cepa	T
73
-4	 (Figura	10A).	Al	 igual	 que	 sucedió	para	







































































































































otros	 cinco	 picos	 diferenciales	 además	 del	 correspondiente	 al	 geraniol.	










a	 la	 cantidad	 de	 geraniol	 producida	 por	 cada	 cepa	 (Figura	 10B,	 C,	 D,	
E	 y	 F)	 (Tabla	 9),	 lo	 que	 sugiere	 que	 derivarían	 directamente	 de	 éste;	
dado	 que	 la	 geraniol	 sintasa	 de	 O. basilicum	 produce	 específicamente	
geraniol	cuando	se	realiza	la	reacción in vitro	(Iijima	et al.,	2004),	estos	
resultados	sugieren	que	estos	terpenoides	son	formados	en	fenómenos	de	
bioconversión	o	esterificación	llevados	a	cabo	por	el	propio	metabolismo	


















probablemente	 porque	 las	 cantidades	 obtenidas	 de	 sus	 precursores	 son	













también	 comparada	 para	 establecer	 las	 relaciones	 definitivas	 entre	 la	









la	 cepa	 ICV16	ura3-Ges.	Este	 resultado	 indica	que	 las	 producciones	de	















	 Las	 causas	 por	 las	 cuales	 existen	 diferencias	 tan	 significativas	 en	 la	
producción	por	parte	de	 las	diferentes	monoterpeno	sintasas	expresadas	no	
















ambos	 promotores,	 existen	 dos	 estudios	 independientes	 en	 los	 cuales	 se	
analiza	la	expresión	de	un	gen	reportero	bajo	su	control.	Los	resultados	de	


























































































































































































































































































































































































































































































































(Pichersky	 et al.,	 1995;	 Iijima	 et al.,	 2004);	 lo	 que	 tampoco	 justificaría	
las	 diferencias	 observadas	 en	 el	 rendimiento	 de	 estas	 enzimas.	 Se	 analizó	
la	 frecuencia	 de	 uso	de	 codones	 de	 las	 secuencias	 de	 ambos	genes	 (LIS	 y	











se	 estimó	 en	 un	 valor	 de	 0,7	 y	 sólo	 el	 5%	de	 sus	 codones	mostraron	 una	
frecuencia	de	uso	inferior	al	30%	de	la	óptima	para	S. cerevisiae,	por	lo	que	
estos	análisis	bioinformáticos	sugieren	que	a	nivel	traduccional	la	secuencia	
codificante	de	 la	enzima	 linalol	 sintasa	se	encontraría	mejor	adaptada	para	
su	expresión	en	S. cerevisiae	y	no	explica	 las	diferencias	observadas	en	 la	










sugieren	 que	 la	 enzima	 heteróloga	 ejerce	 un	 papel	 determinante	 sobre	 los	
niveles	de	producción	obtenidos	en	S. cerevisiae.	En	base	a	esto,	la	expresión	
de	otras	linalol	sintasas	o	bien	de	versiones	mejoradas	de	la	codificada	por	
el	 gen	LIS	 (aplicando	 técnicas	 de	 ingeniería	 de	 proteínas),	 podría	 resultar	
en	una	mejora	de	las	concentraciones	de	linalol	obtenidas	y	eventualmente	
de	 otros	 monoterpenos	 al	 expresar	 y	 optimizar	 las	 monoterpeno	 sintasas	
correspondientes.
I.2.	 SELECCIÓN	DE	UN	VECTOR	DE	EXPRESIÓN	ADECUADO	
PARA	 LA	 PRODUCCIÓN	 DE	 MONOTERPENOS	 EN	
S. CEREVISIAE
Sinopsis
Las	 regiones	 codificantes	 de	 los	 genes	LIS	 de	C. breweri y	GES	 de	














diferencias	 en	 la	 producción	 de	 geraniol	 en	 función	 del	 plásmido	
elegido,	acumulándose	cantidades	menores	de	este	monoterpeno	en	las	
cepas	transformadas	con	el	plásmido	integrativo	YIp211Ges	respecto	




y	 el	 desarrollo	 de	 estrategias	 de	 ingeniería	 genética,	 y	 como	 consecuencia	 se	
dispone	de	una	gran	cantidad	de	herramientas	para	su	manipulación,	entre	 las	
que	se	puede	encontrar	una	amplia	batería	de	vectores	de	expresión	con	distintas	
propiedades	 en	 cuanto	 a	 su	 marcador	 de	 selección,	 origen	 de	 replicación	
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y/o	número	de	copias	 en	que	 se	mantiene	dentro	de	 la	 célula.	Los	plásmidos	
integrativos	 (YIp)	 carecen	de	origen	de	 replicación	de	 levadura	 y	 se	 integran	









versiones	modificadas	 que	 requieren	 estar	 presentes	 en	 un	mayor	 número	 de	
copias	para	poder	complementar,	como	en	el	caso	del	marcador	LEU2-d	(Erhart	
y	Hollenberg,	 1983;	Romanos	 et al.,	 1992)	 que	 carece	 de	 la	mayor	 parte	 de	
la	 secuencia	 promotora	 del	 gen	LEU2,	 o	 el	 alelo	URA3-d	 que	 complementa	
débilmente	 las	mutaciones	en	el	gen	URA3,	obligando	a	 la	célula	a	mantener	
el	plásmido	en	un	número	de	copias	muy	elevado	(50-150)	para	sobrevivir	en	






la	 actividad	 ß-galactosidasa	 (Lubertozzi	 y	Keasling,	 2006),	 y	 otros	 realizados	












el	marcador	LEU2-d	es	capaz	de	 incrementar	aún	más	 tanto	 la	producción	de	
amorfadieno	como	la	de	ácido	artemisínico,	ambos	intermediarios	en	la	síntesis	
de	la	droga	antimalaria	artemisina	(Lindahl	et al.,	2006;	Ro	et al.,	2008).
88 resultados y discusión
	 Teniendo	 en	 cuenta	 lo	 expuesto	 anteriormente,	 parece	 evidente	 que	 el	
aumento	del	número	de	copias	de	los	genes	que	codifican	monoterpeno	sintasas	
proporcionaría	mayores	posibilidades	de	obtener	un	incremento	de	la	producción	
de	monoterpenos.	No	obstante,	 es	difícil	predecir	 el	papel	que	puede	 tener	 el	
vector	de	expresión	ya	que	existen	una	 serie	de	 factores,	 como	pueden	ser	 la	
toxicidad	del	compuesto	producido,	la	eficiencia	de	la	traducción,	el	plegamiento	
o	 la	 actividad	de	 la	 enzima	heteróloga,	 que	pueden	 limitar	 o	 anular	 el	 efecto	


































	 Por	 todo	 ello,	 y	 con	 la	 intención	 de	 seleccionar	 un	 vector	 de	 expresión	
adecuado	para	la	sobreproducción	de	monoterpenos,	las	regiones	codificantes	
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de	los	genes	LIS	y	GES, que	en	C. breweri	y	O. basilicum	codifican	S-linalol	
sintasa	y	geraniol	sintasa	respectivamente,	se	expresaron	tanto	desde	el	plásmido	






I.2.1. Construcción de una batería de plásmidos para la expresión de los 
genes LIS de C. breweri y GES de O. basilicum en S. cerevisiae

















que	 se	 subclonó	en	el	plásmido	YIplac211	previamente	 linearizado	con	EcoRI,	
generándose	así	el	plásmido	YIp211Ges	(Figura	11).	Por	su	parte,	los	plásmidos	






























Figura	 11.	Plásmidos	 integrativos	 generados	 para	 la	 obtención	 de	 cepas	 de	S. cerevisiae 
que	expresen	los	genes	LIS de	C. breweri	y	GES	de	O.	basilicum.	Los	sitios	de	restricción	
empleados	 en	 las	 construcciones	 aparecen	 señalados.	 Los	 corchetes	 indican	 sitios	 de	
restricción	que	desaparecen	tras	la	ligación.
90 resultados y discusión
	 El	plásmido	YEp195Lis	fue	además	modificado	para	incrementar	el	
número	de	copias	 en	que	 se	mantiene	dentro	de	 la	 célula.	Para	ello	 el	
fragmento	de	1,6	kb	correspondiente	 al	marcador	LEU2-d se	 aisló	del	
plásmido	 pAA8	 (Adam	 et al.,	 1995)	 por	 restricción	 con	 las	 enzimas	
HindIII	 y	 SmaI,	 se	 trató	 con	 la	 polimerasa	 de	ADN	 del	 bacteriófago	
T4	y	se	separó	mediante	electroforesis	en	gel	de	agarosa.	El	fragmento	
purificado	 se	 subclonó	 en	 el	 vector	YEp195Lis	 previamente	 digerido	
con	 la	 enzima	SstI	 y	 tratado	 con	 la	ADN	 polimerasa	 del	 bacteriófago	
T4,	generándose	así	el	plásmido	YEp195Lis_leu2d	(2μ;	URA3;	LEU2-d)	


































el	 gen	 LIS de	C. breweri.	 Los	 sitios	 de	 restricción	 empleados	 en	 las	 construcciones	
aparecen	señalados.	Los	corchetes	indican	sitios	de	restricción	que	desaparecen	tras	la	
ligación.
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I.2.2. Obtención de cepas de S. cerevisiae que expresan el gen LIS de 










en	medio	SD	sin	uracilo	y	 la	 integración	del	plásmido	en	el	 locus	URA3	 se	
comprobó	por	PCR	con	las	parejas	de	oligonucleótidos	ExtURAdir/YIp211rev	














































S. cerevisiae.	Los	oligonucleótidos	utilizados	para	 la	 comprobación	genética	de	 las	cepas	
transformantes	aparecen	señalados.




uracilo	 y	 leucina	 (ura3-;	 leu2-)	 para	 ser	 transformadas	 con	 los	 plásmidos	







seleccionadas	 en	 medio	 carente	 de	 uracilo	 para	 favorecer	 la	 recuperación	
de	 los	 transformantes	 y	mantenidas	 en	 ausencia	 de	 uracilo	 y	 leucina	 para	
forzar	el	incremento	del	número	de	copias	del	plásmido.	Para	confirmar	que	
la	 transformación	 había	 sido	 llevada	 a	 cabo	 con	 éxito,	 se	 recuperaron	 los	
plásmidos	de	las	cepas	de	levadura	generadas	y	tras	el	análisis	por	restricción	
con	 HindIII,	 SpeI,	 SmaI	 (YEp195Ges),	 PciI	 (YEp195leu2d)	 y	 EcoRI	
(YEp195Lis_leu2d)	se	constató	la	ausencia	de	grandes	reorganizaciones	y	se	
procedió	a	su	análisis	fenotípico.
I.2.3. Producción de monoterpenos de la cepa vínica T
73
-4 con los genes 
















en	 el	 locus	URA3	 fue	 10	 veces	 inferior	 a	 la	 obtenida	 con	 la	 cepa	 control	
YR154,	 transformada	 con	 el	 plásmido	 episomal	 multicopia	 YEp195Lis	
(63,6	 ±	 6,4	 µg/L)	 (Figura	 14A);	 lo	 que,	 teniendo	 en	 cuenta	 el	 umbral	 de	
percepción	del	linalol	(Tabla	5)	y	la	disminución	(3	veces)	en	la	producción	
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a	 las	 24	 y	 32	 horas.	Al	 igual	 que	 sucedió	 con	 las	 cepas	 productoras	 de	
linalol,	 la	 producción	 de	 las	 cepas	 portadoras	 del	 plásmido	 integrativo	
YIp211Ges	 (YR393	 1,35	±	 0,07	mg/L;	YR394	 0,48	±	 0,08	mg/L;	YR395	
4,12	 ±	 1,24	mg/L)	 fue	 inferior	 a	 la	 obtenida	 con	 las	 cepas	 portadoras	 del	
plásmido	 episomal	 YEp195Ges	 (YR377	 	 8,45	 ±	 1,61	 mg/L;	 YR378	









de	 cepas	 consideradas	GRAS	para	 la	 producción	 de	monoterpenos	de novo	
en	 procesos	 de	 vinificación.	 La	 variabilidad	 observada	 en	 la	 producción	 de	
geraniol	de	las	cepas	transformadas	con	el	plásmido	YIp211Ges	podría	deberse	
a	eventos	de	recombinación	múltiple	en	tándem,	cuya	aparición	no	es	inusual	



















































de	 monoterpenoides	 totales	 en	 cepas	 transformadas	 con	 los	 plásmidos	 YEp195Ges	 y	
YIp211Ges.	Las	muestras	se	recogieron	a	los	tiempos	indicados.	Los	resultados	presentados	
son	la	media	y	desviación	estándar	de	al	menos	tres	experimentos	independientes.
94 resultados y discusión
	 La	producción	 relativa	de	volátiles	derivados	de	 la	producción	de novo	
de	 geraniol	 (linalol,	 nerol,	 citronelol,	 geranil	 acetato	 y	 citronelil	 acetato),	
mostró	un	patrón	similar	independientemente	del	plásmido	utilizado	y	de	las	
concentraciones	absolutas	de	geraniol	(Tabla	10).	Además,	los	sobrenadantes	














y	 alrededor	 del	 90%	de	 las	 células	 de	 levadura	 viables	 (unidades	 formadoras	
de	colonias	en	medio	sólido	YPD)	fueron	capaces	de	formar	también	colonias	
en	placas	de	medio	mínimo	SD	sin	uracilo	tras	48	horas	de	incubación	a	30ºC,	





del	 gen	LIS	 de	C. breweri	 puede	 carecer	 de	 utilidad	por	 los	 bajos	 niveles	 de	
producción	obtenidos.	Por	ello,	se	consideró	que	los	plásmidos	episomales	de	2µ	
se	adecuaban	mejor	a	la	sobreproducción	de	monoterpenos	en	S. cerevisiae.
I.2.4. Producción de linalol en la cepa de laboratorio W303-1A con el 
número de copias del gen LIS incrementado por complementación 
con el marcador LEU2-d
	 Los	 resultados	 obtenidos	 al	 comparar	 la	 producción	 de	 monoterpenos	
obtenida	 con	 plásmidos	 integrativos	 y	 episomales	 sugieren	 que	 el	 número	
de	 copias	 del	 gen	 heterólogo	 influye	 notablemente	 en	 la	 capacidad	 de	 la	
levadura	 para	 producir	 monoterpenos.	 Sin	 embargo,	 todavía	 no	 sabemos	
si	 los	 plásmidos	 episomales	 con	origen	de	 replicación	de	 2µ	 son	 la	mejor	
opción	para	expresar	monoterpeno	sintasas	de	plantas	en	S. cerevisiae.	Por	
ello,	 el	marcador	de	 selección	LEU2-d,	 que	 según	 la	bibliografía	 es	 capaz	
de	incrementar	el	número	de	copias	del	plásmido	a	50-150	copias	por	célula	
(Erhart	y	Hollenberg,	1983),	se	clonó	en	el	plásmido	YEp195Lis	generándose	



























































































































































































































































































































































































































































































































































































































óptica	 inferiores	 (~30%)	 que	 los	 de	 las	 cepas	 transformadas	 con	 el	 plásmido	
YEp195Lis	(Figura	15A);	por	lo	que,	al	normalizar	 los	valores	de	producción	
por	 la	 densidad	 óptica,	 el	 rendimiento	 en	 linalol	 de	 las	 cepas	 portadoras	 del	
plásmido	 YEp195Lis_leu2d	 alcanzó	 valores	 5	 veces	 superiores	 a	 los	 de	 las	
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I.2.5. Producción de linalol en cepas derivadas de T
73
 con el número 





























un	 10%	 por	 debajo	 del	 crecimiento	 normal,	 por	 lo	 que	 al	 normalizar	 la	




)	 fue	muy	 similar	 a	 la	 establecida	 para	 la	 producción	 absoluta,	
situándose	 en	 torno	 al	 doble	 del	 obtenido	 con	YEp195Lis	 (4,14	 ±	 0,23	
µg/L∙DO
600




	 Este	 resultado	 confirma	 el	 hecho	 de	 que	 la	 complementación	 con	 un	
marcador	de	selección	débil,	y	como	consecuencia	el	incremento	del	número	

































































	 Teniendo	 en	 cuenta	 los	 resultados	 aquí	 presentados	 se	 puede	 decir	 que	
existe	 una	 relación	 entre	 la	 producción	 heteróloga	 de	 monoterpenos	 en	
S. cerevisiae	y	el	plásmido	seleccionado	para	la	expresión	de	la	monoterpeno	
sintasa	 de	 interés.	 Estos	 resultados	 están	 además	 en	 consonancia	 con	 los	
citados	anteriormente	para	las	actividades	b-galactosidasa	y	b-glucuronidasa	
(Mumberg	 et al.,	 1995;	 Nacken	 et al.,	 1996)	 y	 para	 la	 producción	 del	
sesquiterpeno	amorfadieno	y	el	ácido	artemisínico	(Lindahl	et al.,	2006;	Ro	et 
al.,	2008).	El	hecho	de	que	los	resultados	obtenidos	hayan	seguido	el	mismo	




modelo	 para	 el	 desarrollo	 de	 estrategias	 de	 ingeniería	 metabólica	 porque	
mostraron	ser	los	más	completos	a	la	hora	de	alcanzar	un	compromiso	entre	
los	niveles	de	producción	de	monoterpenos	y	 el	 correcto	desarrollo	de	 las	
funciones	celulares.	Esto	no	significa	que,	de	cara	a	una	posible	aplicación	
industrial,	no	exista	 la	posibilidad	de	generar	cepas	GRAS	por	 integración	
simple	 en	 el	 caso	de	monoterpeno	 sintasas	 cuya	producción	 sea	 suficiente	
como	la	geraniol	sintasa	de	O. basilicum,	y	deja	abierta	la	opción	de	generar	
cepas	GRAS	mediante	integraciones	múltiples	en	las	secuencias	repetitivas	de	











La	 sobreexpresión	 desregulada	 de	 una	 versión	 truncada	 del	 gen	
HMG1	de	S. cerevisiae,	que	codifica	la	región	catalítica	de	la	enzima	
Hmg1p	(3-hidroxi-3-metil-glutaril	coenzima	A	reductasa),	se	utilizó	













et al.,	 2005),	 codificadas	 por	 los	 genes	HMG1	 y	HMG2	 respectivamente	
(Basson	 et al.,	 1986;	 Basson	 et al., 1988).	 Cada	 una	 de	 las	 dos	 enzimas	
puede	sustituir	a	la	otra	(Basson	et al.,	1986)	y	la	proteína	Hmg1p	es	más	
estable	 (Hampton	y	Rine,	1994;	Hampton	et al.,	1996).	Para	equilibrar	 la	
producción	 de	 isoprenoides	 de	 acuerdo	 con	 las	 necesidades	 celulares,	 la	
expresión	y	actividad	celular	de	estas	enzimas	está	regulada	a	varios	niveles	
que	 incluyen	 transcripcional,	 traduccional	 y	 postraduccional	 (revisado	 en	
Hampton	 et al.,	 1996;	 Panda	 y	 Devi,	 2004),	 que	 de	 manera	 coordinada	
modulan	 sus	 tasas	 de	 síntesis	 y	 degradación.	Así	 por	 ejemplo,	 cuando	 se	
reduce	el	flujo	de	la	ruta,	la	actividad	HMGR	se	ve	incrementada	y	viceversa.	
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y	1-522	en	Hmg2p	(Basson	et al.,	1988;	Wright	et al.,	1988;	Sengstag	et al.,	
1990).	Estos	dominios	transmembrana	no	se	requieren	para	la	catálisis,	pero	
son	 necesarios	 para	 la	 degradación	 de	 la	 enzima	 (Nakanishi	 et al.,	 1988;	
Hampton	y	Rine,	1994;	Gardner	et al.,	1998).	La	expresión	del	gen	HMG1	
se	induce	durante	el	crecimiento	aeróbico	mediante	el	factor	de	transcripción	
Hap1p	 dando	 lugar	 a	 un	 incremento	 de	 la	 actividad	HMGR	 (Hampton	 et 
al.,	 1996).	Además,	 la	 síntesis	 de	 la	 proteína	Hmg1p	 está	 retroinhibida	 a	
nivel	postranscripcional	por	 el	mevalonato	y/o	 sus	derivados,	 siendo	para	









	 Además,	 la	 sobreexpresión	 de	 la	 forma	 silvestre	 de	 Hmg1p	 estimula	






la	 isoenzima	HMG-CoA	 reductasa	 1	 o	
cat
Hmg1p	 a	 partir	 del	 aminoácido	
Asp531)	se	ha	empleado	con	éxito	en	S. cerevisiae	para	incrementar	el	flujo	
de	la	ruta	MVA	y	mejorar	así	la	producción	de	escualeno	(intermediario	de	
la	 ruta	 de	 síntesis	 de	 ergosterol)	 y	 amorfadieno	 (sesquiterpeno	 precursor	
de	la	droga	antimalaria	artemisina)	(Donald	et al.,	1997;	Polakowski	et al.,	
1998;	Ro	et al.,	2006),	y	también	para	mejorar	la	producción	de	carotenos	en	







sesquiterpeno	epi-cedrol	 (Jackson	et al.,	2003)	y	del	 triterpeno	ß-amirina	
(Kirby	 et al.,	 2008).	Además,	 algunas	 estrategias	 que	 resultaron	 eficaces	
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en	 la	 capacidad	 productora	 de	 las	 cepas	 de	 laboratorio	 BQS252	 y	 vínica	
T
73
-4.	 Para	 estos	 estudios	 se	 seleccionó	 la	 S-linalol	 sintasa	 de	C. breweri	
como	 prototipo	 de	 monoterpeno	 sintasa.	 Para	 evitar	 tanto	 la	 regulación	
transcripcional	 y	 postranscripcional	 como	 la	 formación	 de	 ‘karmellae’,	 se	
expresó	 una	 forma	 de	 la	 enzima	Hmg1p	 -que	 trunca	 los	 530	 aminoácidos	
correspondientes	 al	 extremo	N-terminal	 de	 la	 proteína-	 bajo	 el	 control	 del	
promotor	 del	 gen	PGK1;	 el	 terminador	 del	 gen	CYC1 se	 seleccionó	 para	
determinar	el	fin	de	la	transcripción.
II.1.1. Construcción de plásmidos para la coexpresión del alelo 
cat
hmg1 y 
el gen LIS de C. breweri en S. cerevisiae
	 Para	conseguir	desregular	el	gen	HMG1	y	evitar	posibles	 fenómenos	
de	 recombinación	 entre	 secuencias	 repetidas	 en	 tándem	 (secuencias	
promotoras	 o	 terminadoras),	 que	 pudieran	 ocasionar	 la	 excisión	 de	
secuencias	 de	 interés	 (Romanos	 et al.,	 1992),	 el	 alelo
	 cat
hmg1	 (codifica	
una	 proteína	 soluble	 con	 un	 codón	 de	 inicio	 artificial	 previo	 al	 residuo	
Asp531	 de	 la	 enzima	 silvestre	 Hmg1p)	 se	 clonó	 bajo	 el	 control	 del	
promotor	 de	 expresión	 fuerte	 y	 constitutiva	 del	 gen	 PGK1	 (codifica	
3-fosfoglicerato	 kinasa	 en	S. cerevisiae)	 y	 el	 terminador	 del	 gen	CYC1	
(codifica	citocromo	C	en	S. cerevisiae).	Las	 tres	 secuencias	de	ADN	se	
amplificaron	por	PCR	con	las	parejas	de	oligonucleótidos	tHMGR-ATG/








hmg1	 se	aisló	por	 restricción	con	 las	enzimas	BamHI y NcoI;	












	 se	 completó	 ligando	 el	 fragmento	 de	 0,3	 kb	 del	
104 resultados y discusión
terminador	CYC1
t
	 obtenido	 tras	 la	 digestión	 con	 las	 enzimas	BamHI	 y	
EcoRI	en	el	plásmido	YEp195PGK_Hmg	previamente	digerido	con	estas	
mismas	enzimas.	Se	obtuvo	así	el	plásmido	YEp195Hmg	(Figura	17).









































en	 las	 construcciones	 aparecen	 señalados.	Los	 corchetes	 indican	 sitios	 de	 restricción	 que	
desaparecen	tras	la	ligación.
II.1.2. Obtención de cepas de S. cerevisiae que coexpresan el alelo 
cat
hmg1 
y el gen LIS de C. breweri
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II.1.3. Producción de monoterpenos en cepas derivadas de BQS252 
y T
73
-4 que sobreexpresan el alelo 
cat
hmg1 y el gen LIS de 
C. breweri
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producción	 de	 las	 cepas	YR191	 e	YR192	 alcanzaron	 su	 nivel	 máximo	
a	 las	 20	 horas	 de	 cultivo,	 tal	 como	 ocurre	 en	 las	 cepas	 BQS252Lis	 y	
T
73
-4Lis;	 en	 el	 caso	 de	 las	 cepas	T
73
-4Lis_Hmg	 estos	 valores	 siguieron	
aumentando	a	lo	largo	del	tiempo	de	ensayo	(Figura	18B);	lo	que	sugiere	
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	 Todos	estos	resultados	sugieren	que	la	disponibilidad	de	GPP	aumenta	
en	ambos	 fondos	genéticos	como	consecuencia	de	 la	 sobreproducción	de	
la	proteína	
cat















La	 isopentenil	 pirofosfato	 isomerasa,	 codificada	 por	 el	 gen	 IDI1	
en	 S. cerevisiae,	 cataliza	 la	 interconversión	 de	 IPP	 y	 DMAPP,	
que	son	los	‘bloques’	de	5	átomos	de	carbono	(C5)	a	partir	de	los	






en	 la	 producción	 de	 monoterpenos,	 alcanzando	 valores	 de	
12,99	±	1,92	mg/L	de	geraniol	y	178,83	±	31,98	μg/L	de	linalol;	lo	
que	supone	mejorar	1,5	y	3	veces	 la	producción	de	 las	cepas	que	
únicamente	 expresaban	 la	monoterpeno	 sintasa	 correspondiente.	
Asimismo,	 la	 deleción	 del	 gen	 MOD5	 (codifica	 IPP	 transferasa,	































síntesis	 y	 actividad	 de	 la	 enzima	 IPPI	 en	 S. cerevisiae	 no	 se	 conoce	 en	
profundidad,	y	cuando	se	comenzó	este	estudio	no	existían	evidencias	del	
efecto	 que	 tendría	 la	 manipulación	 de	 su	 expresión	 sobre	 la	 producción	
heteróloga	de	monoterpenos	u	otros	 terpenoides	en	este	microorganismo,	
por	 lo	 que	 los	 efectos	 derivados	 de	 la	 sobreexpresión	 del	 gen	 IDI1	 eran	
difíciles	de	anticipar.	No	obstante,	teniendo	en	cuenta	la	implicación	de	IPP	
y	DMAPP	tanto	en	la	síntesis	como	en	el	consumo	de	GPP,	y	su	utilización	
en	 otras	 reacciones,	 modular	 el	 balance	 de	 estos	 isómeros	 haciendo	 la	
reacción	de	 isomerización	más	 eficaz	podría	 ser	 interesante	para	mejorar	
la	 disponibilidad	de	GPP	y	 aumentar	 así	 la	 producción	de	monoterpenos	
heterólogos	en	S. cerevisiae;	tal	como	ocurrió	al	sobreexpresar	esta	actividad	
en	 E. coli	 para	 la	 producción	 de	 sesquiterpenos	 (farnesol),	 diterpenos	
(geranilgeraniol)	y	carotenos	(β-caroteno;	licopeno;	zeaxantina)	(Albrecht	
et al., 1999;	Kajiwara	et al.,	1997;	Ohto	et al.,	2009).
	 Otra	 posible	 estrategia,	 relacionada	 con	 la	 anterior,	 para	 incrementar	 la	
producción	 de	 monoterpenos	 sería	 limitar	 la	 utilización	 de	 estos	 prenil	









































monoterpenos	 heterólogos,	 como	 en	 la	 cepa	 de	 laboratorio	BY4741,	 por	
ser	el	parental	de	la	cepa	Y07332	(mod5Δ),	y	utilizando	la	S-linalol	sintasa	
de	 C. breweri	 y	 la	 geraniol	 sintasa	 de	 O. basilicum	 como	 prototipo	 de	
monoterpeno	sintasas.
II.2.1. Construcción de plásmidos para sobreexpresar en S. cerevisiae 
el gen IDI1 junto con los genes LIS o GES, con y sin el alelo 
cat
hmg1
	 Para	 construir	 los	 plásmidos	 YEp195Lis_Idi	 y	 YEp195Lis_Idi_







e	 Idi1_ter,	 que	 contienen	 sitios	 artificiales	 de	 reconocimiento	 para	 la	
enzima	PstI,	se	utilizaron	en	la	reacción	de	PCR	realizada	a	partir	de	ADN	








de	 1,9	 kb	 se	 aisló	 posteriormente	 del	 plásmido	 YEp195Lis_Idi	 por	
restricción	con	PstI	y	se	subclonó	en	los	plásmidos	YEplac195	(Gietz	y	
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II.2.2. Obtención de cepas de S. cerevisiae que coexpresan el gen IDI1 y 






de	monoterpenos	en	S. cerevisiae.	Las	 cepas	YR444	 (BY4741	YEp195Lis);	















restricción	 con	 NcoI	 (YEp195Idi,	 YEp195Lis_Idi,	 YEp195Lis_Idi_Hmg),	
HindIII	 (YEp195Lis),	 y	Asp718,	PstI	 y	NcoI	 (YEp195Ges_Idi)	 se	 volvió	 a	
comprobar	 la	orientación	de	 los	 insertos,	 se	constató	 la	ausencia	de	grandes	
reorganizaciones	y	se	procedió	al	análisis	fenotípico.
II.2.3. La sobreexpresión del gen IDI1 incrementa la producción de 
linalol en la cepa de laboratorio BY4741Lis
	 Puesto	que	varias	enzimas	pueden	competir	con	FPPS	por	IPP	y	DMAPP,	
se	 decidió	 en	 primer	 lugar	 sobreexpresar	 en	 la	 cepa	 de	 laboratorio,	 derivada	
de	S288C,	BY4741	(MATa;	his3Δ1;	 leu2Δ0;	met15Δ0;	ura3Δ0	-	Brachmann	







producción	de	monoterpenos.	La	producción	de	 linalol	en	 los	 transformantes	
YR444	 (YEp195Lis)	 e	YR448	 (YEp195Lis_Idi)	 fue	 evaluada	a	 las	24	horas	
de	cultivo	en	medio	 líquido	YPD	(Figura	21A)	y	 los	datos	obtenidos	 tras	 su	
cuantificación	mostraron	que	la	cantidad	de	linalol	excretada	por	la	cepa	YR448	
(60,39	±	6,22	μg/L)	triplicaba	(~3,3x)	a	la	de	la	cepa	YR444	(18,33	±	1,95	μg/L),	











en	 el	 fondo	 genético	 BY4741Lis.	 (A)	 Producción	 de	 linalol	 en	 las	 cepas	 BY4741Lis	 y	
BY4741Lis_Idi.	(B)	Cinética	de	crecimiento	de	las	cepas	BY4741	(línea	continua)	e	Y07332	
(línea	 discontinua)	 transformadas	 con	 los	 plásmidos	YEp195Lis	 y	YEp195Lis_Idi.	 Estos	
cultivos	se	utilizaron	para	 la	cuantificación	de	 linalol.	 (C)	Productividad	por	célula	de	 las	
cepas	BY4741	 e	Y07332	 transformadas	 con	 los	 plásmidos	YEp195Lis	 y	YEp195Lis_Idi.	
Las	muestras	 se	 tomaron	 a	 las	 24	 horas	 de	 cultivo	 en	medio	 líquido	YPD	 y	 los	 valores	
representados	corresponden	a	la	media	y	desviación	estándar	de	al	menos	tres	experimentos	
independientes.
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	 No	 se	hallaron	 cantidades	detectables	de	otros	 terpenoides	 en	 las	 cepas	
hiperproductoras	 de	 linalol	 y	 la	 producción	 de	 éste	 resultó	 ser	 específica	
de	 las	 cepas	 que	 expresan	 el	 gen	LIS,	 ya	 que	 no	 se	 detectó	 linalol	 en	 los	




a	 los	 obtenidos	 en	 otras	 cepas	 de	 laboratorio	 que	 expresan	 el	 gen	LIS	 de	
C.	breweri	(Apartado	I.1	de	Resultados	y	Discusión),	lo	que	apoya	el	resultado	
de	 que	 algunas	 cepas	 de	 laboratorio	 empleadas	 habitualmente	 poseen	
capacidades	 equiparables	 para	 la	 producción	 heteróloga	 de	monoterpenos.	
Los	transformantes	YR444	e	YR448	alcanzaron	valores	de	densidad	celular	
similares y	 sus	 tasas	 de	 crecimiento	 fueron	 idénticas	 (Figura	 21B),	 lo	 que	
indica	que	ni	la	sobreexpresión	del	gen	IDI1	ni	el	incremento	de	los	valores	de	
linalol	alcanzados	tienen	efectos	adversos	sobre	el	crecimiento	de	la	levadura.
II.2.4. La deleción del gen MOD5 no afecta a la producción de linalol en 
la cepa de laboratorio BY4741 que expresa el gen LIS ni cuando 





la	 cepa	Y07332,	 obtenida	 de	 la	 colección	 de	 deletantes	 de	 S.	 cerevisiae	
(EUROSCARF),	 y	 que	 es	 isogénica	 a	BY4741	 salvo	 por	 la	 deleción	 del	
gen	MOD5,	se	transformó	con	los	plásmidos	YEp195Lis	y	YEp195Lis_Idi;	
y	la	capacidad	para	producir	linalol	de	los	transformantes	YR452	e	YR453	


















en	 el	 fondo	genético	mod5::kanMX4,	 con	 la	de	 la	 cepa	BY4741Lis_Idi	




Estudios	 realizados	 anteriormente	 para	 caracterizar	 esta	 competencia	 entre	














II.2.5. La mejora de la producción de monoterpenos derivada de la 
sobreexpresión del gen IDI1 se mantiene en la cepa vínica T
73
-4, 
previamente seleccionada como la mejor adaptada a la producción 
heteróloga de estos metabolitos




industriales,	 como	sucedió	con	 la	deleción	del	gen	MIG1	 en	S. cerevisiae,	
























Figura	 22.	 Producción	 de	 linalol	 en	 cepas	 derivadas	 de	 T
73















(ver	 apartado	 I.1	 de	Resultados	 y	Discusión),	 no	 depende	 únicamente	 del	
hospedador	seleccionado	y	de	la	disponibilidad	de	precursores,	sino	que	también	
viene	marcada	por	 la	capacidad	de	producción	 inherente	a	 la	monoterpeno	
sintasa	expresada,	en	este	caso	la	S-linalol	sintasa	de	C. breweri	o	la	geraniol	
sintasa	de	O. basilicum.	 Por	 ello,	 para	determinar	 si	 la	 sobreexpresión	del	
gen	 IDI1	es	 también	una	estrategia	efectiva	para	mejorar	 la	producción	de	
monoterpenos	 cuando	 la	 producción	 basal	 derivada	 de	 la	 expresión	 de	 la	
sintasa	heteróloga	es	muy	superior	(>100x)	a	la	alcanzada	cuando	se	expresa	
el	gen	LIS	de	C. breweri	en	S. cerevisiae	 (~60	mg/L),	esta	modificación	se	









de	 geraniol	 y	 sus	 derivados	 se	 comparó	 con	 la	 obtenida	 en	 una	 cepa	 que	
sobreexpresa	únicamente	el	gen	GES	(YR377)	a	las	24	horas	de	cultivo	en	
medio	 líquido	YPD.	La	producción	de	geraniol	 se	vio	 incrementada	desde	
los	7,62	±	1,41	mg/L	obtenidos	con	la	cepa	YR377	a	los	12,99	±	1,92	mg/L	
alcanzados	por	YR379	e	YR380	(Figura	23A),	lo	que	confirma	el	efecto	de	




al	 expresar	 el	 gen	GES	 en	 la	 cepa	T
73

























-4Ges_Idi.	 Las	 muestras	 utilizadas	 para	 la	 cuantificación	 de	 monoterpenos	 se	
recogieron	a	los	tiempos	indicados	a	partir	de	estos	cultivos	en	medio	líquido	YPD	y	los	
valores	 representados	corresponden	a	 la	media	y	desviación	estándar	de	al	menos	 tres	
experimentos	independientes.





del	gen IDI1	no	sólo	es	capaz	de	mejorar	la	capacidad	de	S. cerevisiae para	
producir	geraniol,	sino	que	además,	como	consecuencia	de	la	mejora	de	la	
producción	de	éste,	se	produce	una	mejora	proporcional	de	las	cantidades	




















Geraniol 7615,84 ± 1414,10 89,78 ± 0,48 12994,01 ± 1919,35 90,70 ± 0,52 1,71 ± 0,25
Linalol 9,31 ± 1,53 0,11 ± 0,01 14,38 ± 2,17 0,10 ± 0,01 1,54 ± 0,23
Nerol 209,14 ± 29,16 2,48 ± 0,12 325,09 ± 39,64 2,28 ± 0,12 1,55 ± 0,19
Citronelol 625,25 ± 87,46 7,42 ± 0,36 958,68 ± 111,34 6,73 ± 0,39 1,53 ± 0,18
Geranil acetato 16,19 ± 4,44 0,19 ± 0,03 26,48 ± 5,40 0,18 ± 0,03 1,63 ± 0,33
Citronelil 
acetato 10,61 ± 1,89 0,13 ± 0,02 16,75 ± 0,25 0,12 ± 0,01 1,63 ± 0,28
Total 8486,35 ± 1533,90 100 14333,41 ± 2065,73 100 1,69 ± 0,24
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II.2.6. La sobreexpresión conjunta del alelo 
cat
hmg1 y del gen IDI1 no 
incrementa la capacidad de producir linalol en cepas derivadas de 
T
73
-4 que expresan la linalol sintasa de C. breweri
	 La	 sobreexpresión	 del	 gen	 IDI1	 y	 del	 alelo	
cat
hmg1	 (apartado	 II.1	 y	
II.2	 de	 Resultados	 y	 Discusión)	 han	 resultado	 ser	 estrategias	 efectivas	
en	 la	 mejora	 de	 la	 producción	 de	 monoterpenos	 cuando	 se	 emplean	 de	
forma	independiente	tanto	en	cepas	de	laboratorio	como	en	cepas	vínicas	
industriales.	 Ante	 esta	 evidencia	 y	 teniendo	 en	 cuenta	 los	 antecedentes	
hallados	en	la	bibliografía,	en	los	que	la	sobreexpresión	y/o	desregulación	
de	 varios	 pasos	 de	 la	 ruta	 del	 ergosterol,	 entre	 los	 que	 se	 encontraba	 la	
reacción	 de	 síntesis	 del	MVA	 (catalizada	 por	 la	 enzima	Hmg1p),	 resultó	
en	una	mejora	de	la	producción	de	terpenoides;	por	ejemplo	del	diterpeno	
geranilgeraniol	 (Tokuhiro	 et al.,	 2009),	 se	 decidió	 combinar	 ambas	
estrategias	para	determinar	 en	qué	medida	 la	 coexpresión	de	 estos	genes	




con	 el	 casete	 de	 expresión	de	 la	S-linalol	 sintasa en	un	mismo	plásmido	
(YEp195Lis_Idi_Hmg;	Figura	24A),	y	 éste	 se	utilizó	para	 transformar	 la	
cepa	vínica	T
73











al	 de	 la	 cepa	 control	T
73
-4Lis_Hmg	 (YR168)	 sugiere	 que	 la	 reacción	 de	
isomerización	catalizada	por	IPPI	no	es	limitante	cuando	el	flujo	de	la	ruta	
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(codifica	galactokinasa	en	S.	cerevisiae).	Otra	posible	explicación	de	este	
resultado	podría	 estar	 relacionada	 con	 el	modo	 en	 que	 la	 sobreexpresión	
de	 IDI1	 mejora	 la	 disponibilidad	 de	 GPP	 para	 las	monoterpeno	 sintasas	
heterólogas;	 el	 efecto	 de	 la	 sobreexpresión	 de	 IDI1	 podría	 actuar	 a	 dos	
niveles,	en	primer	lugar	el	incremento	de	la	isomerización	de	IPP	a	DMAPP	
daría	 lugar	 a	una	mayor	disponibilidad	de	DMAPP	para	 la	 formación	de	
GPP,	pero	además	limitaría	el	número	de	moléculas	de	IPP	disponibles	para	
convertir	el	GPP	en	FPP.	En	este	escenario	el	incremento	del	flujo	a	través	
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	 La	 formación	 de	 GPP	 en	 S. cerevisiae	 es,	 como	 ya	 se	 ha	mencionado	
en	la	introducción,	una	mera	transición	hacia	la	síntesis	de	FPP.	El	GPP	es	
concretamente	el	producto	intermedio	de	dos	reacciones	sucesivas	catalizadas	
por	 la	 enzima	 farnesil	 pirofosfato	 (FPP)	 sintasa	 (FPPS;	 codificada	 por	 el	












Producción heteróloga de monoterPenos en SaccharomyceS cereviSiae 121
que	se	encuentra	el	 alelo	erg20-2,	portador	de	una	mutación	puntual	que	







adicionales	 en	 la	 ruta,	 cuando	 se	 mantenía	 en	 un	 plásmido	 replicativo	
(Blanchard	y	Karst,	1993).	La	 sobreexpresión	de	este	 alelo	en	cepas	que	
expresan	monoterpeno	sintasas	heterólogas	podría	ser	de	gran	interés	para	
la	 sobreproducción	 de	 monoterpenos	 dada	 la	 mayor	 proporción	 de	 GPP	
liberada	 por	 la	 enzima	modificada.	De	 hecho,	 los	 estudios	 realizados	 en	
paralelo	 por	 otros	 investigadores	 cuando	 se	 estaban	 llevando	 a	 cabo	 los	
experimentos	 	 para	 	 evaluar	 esta	 hipótesis	 mostraron	 que,	 la	 expresión	















ser	 eficaz	 en	 la	mejora	 de	 la	 producción	 de	monoterpenos	 (ver	 apartado	













de	 la	 actividad	 FPPS	 y	 la	 mejora	 de	 la	 producción	 de	 monoterpenos	 en	
S. cerevisiae	(Fischer	et al.,	2011).	Por	todo	ello,	y	con	objeto	de	determinar	
la	 influencia	 que	 pudiera	 tener	 la	 modulación	 de	 la	 actividad	 FPPS	 de	
S. cerevisiae	sobre	la	producción	heteróloga	de	monoterpenos,	se	caracterizó	
el	rol	de	esta	enzima	utilizando	tanto	la	modulación	de	la	expresión	del	gen	
ERG20	 como	 la	modificación	directa	de	 la	enzima	FPPS.	La	combinación	








II.3.1. Construcción de plásmidos para la coexpresión en S. cerevisiae de 








cerevisiae	 y	 se	 clonó	 en	 el	 plásmido	YEpACT4	que	 contiene	 el	 promotor	
del	gen	ACT1	 (Sánchez-Torres	et al.,	1998).	Los	oligonucleótidos	ERG20-
NcoI	y	ERG20-XhoI	se	utilizaron	en	la	reacción	de	PCR	en	la	que	se	obtuvo	
el	 fragmento	 de	 1,4	 kb	 correspondiente.	La	 técnica	 de	PCR	 fue	 empleada	
para	introducir	una	transición	A/G	en	la	primera	posición	y	otra	G/A	en	la	








de	 reconocimiento	 para	 la	 enzima	 SfuI,	 elegida	 para	 generar	 la	 mutación	
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K197E).	Los	 tres	 fragmentos	 se	clonaron	 independientemente	en	pGEM-T	
Easy	y	se	secuenciaron	para	comprobar	la	ausencia	de	mutaciones	introducidas	
en	 la	 reacción	 de	 polimerización.	El	 fragmento	 de	 1,4	 kb	 se	 recuperó	 por	



























































los	alelos	ERG20	y	erg20-2	 junto	con	el	gen	LIS de	C. breweri.	Los	 sitios	de	 restricción	
empleados	 en	 las	 construcciones	 aparecen	 señalados.	 Los	 corchetes	 indican	 sitios	 de	
restricción	que	desaparecen	tras	la	ligación.









































empleados	 en	 las	 construcciones	 aparecen	 señalados.	 Los	 corchetes	 indican	 sitios	 de	
restricción	que	desaparecen	tras	la	ligación.
	 Para	 coexpresar	 el	 gen	 IDI1	 junto	 con	 el	 alelo	 erg20-2	 y	 el	 gen	LIS,	 el	
fragmento	de	restricción	PstI	de	1,9	kb,	correspondiente	al	gen	IDI1,	fue	aislado	
a	partir	de	YEp195Idi	(Figura	20)	y	el	plásmido	YEp195Lis_erg2	se	linearizó	




II.3.2. Obtención de cepas de S. cerevisiae que coexpresan el gen LIS 
y los alelos ERG20 o erg20-2,  con y sin el alelo 
cat




















	 Por	 otra	 parte,	 una	 vez	 estudiado	 el	 efecto	 de	 sobreexpresar	 distintas	
formas	 de	 la	 enzima	 FPPS,	 se	 decidió	 evaluar	 la	 capacidad	 para	 producir	
monoterpenos	 de	 cepas	 con	 la	 actividad	 FPPS	 reducida.	 La	 cepa	Y21258	
(ERG20/erg20::kanMX4)	 fue	 obtenida	 de	 la	 colección	 de	 mutantes	 de	
S. cerevisiae	 (EUROSCARF)	 y	 se	 transformó,	 junto	 con	 su	 cepa	 parental	
(BY4743),	con	el	plásmido	YEp195Lis	(Figura	6);	las	cepas	YR350	e	YR351	
(BY4743Lis);	YR316	e	YR317	(Y21258Lis)	fueron	así	generadas.











éxito,	se	recuperaron	 los	plásmidos	de	 las	cepas	de	 levadura	seleccionadas	





erg20-2	 y	 el	 gen	 LIS	 fueron	 sometidos	 a	 un	 proceso	 de	 esporulación	
(Figura	27A)	para	obtener	cepas	haploides	con	la	actividad	FPPS	complementada	
por	 este	 alelo	 rezumante,	 y	 estudiar	 la	 producción	 de	 monoterpenos	
en	 estas	 condiciones.	 Para	 ello,	 las	 cepas	 YR366	 (YEp195Lis_erg2);	
YR320	 (YEp195Lis_erg2_Hmg)	 e	 YR470	 (YEp195Lis_erg2_Idi)	 se	
sembraron	en	medio	pobre	en	nutrientes	(KAc)	y	las	esporas	resultantes	se	
germinaron	en	medio	rico	YPD	y	se	replicaron	en	placas	de	medio	mínimo	
sin	 uracilo	 en	 presencia	 o	 ausencia	 del	 antibiótico	 G418	 para	 realizar	
una	 selección	 inicial	 (Figura	 27B).	 Para	 comprobar	 la	 haploidía	 de	 los	
clones	 resultantes,	 éstos	 se	 analizaron	 en	 una	 reacción	 de	 PCR	 con	 los	
oligonucleótidos	Matlocus;	Mata	y	Matalpha,	cuya	combinación	da	lugar	
a	fragmentos	diferenciales	para	los	loci	MATa	(0,55	kb)	y	MATα	(0,4	kb),	
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e	 identifican	 positivamente	 las	 cepas	 diploides	 (Huxley	 et al.,	 1990)	
(Figura	28A).	De	este	modo	se	obtuvieron	y	caracterizaron	genéticamente	
las	 cepas	 haploides	YR414	 e	YR415	 (MATa	ERG20	YEp195Lis_erg2);	
YR410	 e	 YR412	 (MATa	 erg20::kanMX4	 YEp195Lis_erg2);	 YR373	 e	
YR375	(MATa	ERG20	YEp195Lis_erg2_Hmg);	YR370	e	YR371	(MATa	
erg20::kanMX4	 YEp195Lis_erg2_Hmg);	 YR474	 e	 YR476	 (MATa	
ERG20	YEp195Lis_erg2_Idi);	YR477	 e	YR479	 (MATa	 erg20::kanMX4	




B SD SD + G418
Y21258 Y21258
Figura	27.	Representación	del	proceso	de	esporulación	y	selección	de	las	cepas	haploides	
derivadas	de	Y21258.	 (A)	 Imagen	de	microscopía	óptica	de	un	asca	de	S. cerevisiae.	 (B)	
Selección	 en	placa	de	 las	 cepas	 resultantes	 del	 proceso	de	 esporulación;	 la	 cepa	diploide	
parental	Y21258	se	empleó	como	control	positivo	de	crecimiento.
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	 Las	cepas	aisladas	se	sometieron	a	análisis	genético	del	locus	ERG20	





nuevamente	 por	 restricción	 con	 NcoI	 para	 constatar	 que	 no	 se	 habían	























II.3.3. La sobreexpresión de los alelos ERG20 o erg20-2 reduce la 
producción de linalol en cepas derivadas de T
73
-4 que expresan el 
gen LIS de C. breweri
	 Para	 averiguar	 el	 modo	 en	 que	 la	 enzima	 FPPS	 influye	 sobre	 la	
capacidad	de	S. cerevisiae	para	producir	monoterpenos,	el	alelo	silvestre	
ERG20	 y	 el	 alelo	mutante	erg20-2	 se	 sobreexpresaron	 junto	 con	 el	 gen	
LIS	 de	C. breweri	 en	 la	 cepa	 vínica	T
73






YEp195Lis	 -	 64,27	 ±	 9,63	 μg/L)	 (Figura	 29A).	 Este	 resultado	muestra	
una	 drástica	 disminución	 del	 linalol	 obtenido,	 lo	 que	 sugiere	 que	 la	
sobreexpresión	del	alelo	silvestre	ERG20	limita	la	disponibilidad	de	GPP	
para	la	síntesis	de	monoterpenos.	Estos	resultados	están	en	concordancia	
128 resultados y discusión
con	las	mejoras	en	la	producción	de	compuestos	sintetizados	a	partir	de	FPP	
(sesquiterpenos	y	esteroles)	(Szkopińska	et al.,	1997;	Ignea	et al.,	2011),	


















(Figura	 29B),	 lo	 cual	 indica	 que	 las	 modificaciones	 introducidas	 en	 la	
ruta	MVA	 no	 tienen	 efectos	 adversos	 sobre	 el	 crecimiento	 de	 esta	 cepa	














con	 los	 plásmidos	 YEp195Lis	 (YR162);	 YEp195Lis_ERG	 (YR252);	 YEp195Lis_erg2	
(YR158).	Estos	cultivos	se	utilizaron	para	la	cuantificación	de	linalol.
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	 No	 se	 detectó	 producción	 de	 linalol	 en	 las	 cepas	 utilizadas	 como	 control	
negativo	 YR225	 (T
73
-4	 YEp195ERG)	 e	 YR227	 (T
73
-4	 YEp195erg2),	 que	
sobreexpresan	 respectivamente	 los	alelos	ERG20 y erg20-2 en	ausencia	de	 la	














II.3.4. La reducción a la mitad del número de copias del gen ERG20 en 
una cepa diploide, cuadriplica la producción de linalol
	 Hay	varias	maneras	de	reducir	la	actividad	de	una	enzima	en	la	célula,	por	
ejemplo	la	disminución	del	número	de	copias	del	gen	que	la	codifica,	la	regulación	
a	 la	baja	de	su	 transcripción	y/o	 traducción	o	 la	modificación	de	su	actividad	
mediante	inhibidores,	ingeniería	de	proteínas	o	complementando	su	función	con	
enzimas	procedentes	de	otros	organismos.	Por	tanto,	como	primera	aproximación	





	 Esta	 cepa	 y	 su	 parental	 homozigótico	 BY4743	 se	 transformaron	 con	 el	
plásmido	YEp195Lis	 y	 las	 cepas	YR316	 e	YR317	 (Y21258Lis);	YR350	 e	




S. cerevisiae	es	suficiente	para	 reducir	 la	actividad	FPPS	hasta	un	nivel	que	
permite	a	las	monoterpeno	sintasas	un	acceso	mejor	al	GPP,	bien	sea	porque	
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éste	se	encuentra	en	cantidades	mayores	o	porque	la	monoterpeno	sintasa	puede	
competir	más	eficientemente	por	este	sustrato.	En	el	apartado	I.1	de	Resultados	
y	Discusión	 se	mostraba	 que	 las	 cepas	 de	 laboratorio	 haploides	 y	 diploides	
poseen	 capacidades	 similares	 para	 producir	monoterpenos;	 por	 lo	 que	 tener	
una	o	dos	copias	del	alelo	ERG20	no	afecta	a	la	producción	de	monoterpenos	
heterólogos	cuando	se	mantiene	 la	misma	dosis	génica	que	para	el	 resto	del	
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la	señal	de	las	bandas	correspondientes	a	los	loci	ERG20	y	URA3	(Figura	30C)	










del	gen	URA3	 (ERG20/URA3	=	1,96	±	0,30)	 (Figura	30C);	 la	 intensidad	de	
la	 señal	 se	 incrementaba	 además	de	 forma	proporcional	 a	 la	 carga	de	ADN	




















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































FPPS	(Figura	31A).	Para	ello	el	 locus	ERG20	 se	amplificó	por	 triplicado	
con	los	oligonucleótidos	ERG20del1	y	ERG20del2	utilizando	como	molde	
ADN	 genómico	 de	 la	 cepa	 T
73
	 y	 los	 tres	 amplicones	 se	 secuenciaron	
independientemente	 utilizando	 los	 cebadores	 ERG20ND	 y	 ERG20NR	


































II.3.6. La coexpresión del alelo 
cat
hmg1 o el gen IDI1 junto con el gen LIS 
en cepas hemizigotas para el gen ERG20 tiene un efecto sinérgico 




monoterpenos	 en	 cepas	diploides	de	 laboratorio,	 por	 eso	 se	decidió	 combinar	
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con	 los	 plásmidos	 YEp195Lis_Hmg	 y	 YEp195Lis_Idi	 y	 la	 producción	 de	
linalol	de	 las	cepas	 transformantes	 se	cuantificó	y	comparó	con	 la	de	 la	 cepa	
YR316	(Y21258Lis	62,91	±	8,32	μg/L).	Los	 transformantes	YR318	e	YR319	
(YEp195Lis_Hmg)	 alcanzaron	 niveles	 de	 linalol	 de	 146,92	 ±	 20,14	 μg/L	




















sobrenadantes	 de	 los	 caldos	 de	 cultivo	 de	 la	 cepa	 control	Y21258Lis	 y	 dos	 transformantes	
independientes	portadores	de	los	plásmidos	YEp195Lis_Hmg	y	YEp195Lis_Idi.	Las	muestras	



























II.3.7. La producción de linalol se incrementa en cepas haploides 
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	 La	 cepa	 YR366	 (genotipo	 relevante	 ERG20/erg20::kanMX4,	
YEp195Lis_erg2)	 se	 sometió	 a	 un	 proceso	 de	 esporulación	 y	 selección	
de	esporas	del	que	se	aislaron	las	cepas	haploides	protótrofas	para	uracilo	
YR410;	 YR412;	 YR414	 e	 YR415,	 cuyo	 locus	 ERG20	 se	 caracterizó	
mediante	 PCR	 con	 los	 oligonucleótidos	 ERG20del1	 y	 ERG20del2	
(Figura	 33A)	 y	 las	 producciones	 de	 linalol	 de	 estas	 4	 cepas	 fueron	




linalol	 detectada	 en	 los	 caldos	 de	 las	 cepas	 haploides	 que	 heredaron	 el	
alelo	 erg20::kanMX4	 (YR410	 e	YR412)	 fue	más	 de	 50	 veces	 superior,	
alcanzando	valores	de	878,59	±	116,82	μg/L	(Figura	33B).
Figura	 33.	 Incremento	 de	 la	 producción	 de	 linalol	mediante	 la	 complementación	 de	 la	
deleción	 del	 gen	ERG20	 con	 el	 alelo	 erg20-2.	 (A)	Análisis	 genético	 del	 locus	ERG20	
en	 cepas	 haploides	 derivadas	 de	Y21258.	 (B)	Histograma	 del	 linalol	 acumulado	 en	 los	
sobrenadantes	 de	 los	 caldos	 de	 cultivo	 de	 las	 cepas	 haploides	 portadoras	 del	 plásmido	
YEp195Lis_erg2.	Las	muestras	se	tomaron	a	los	tiempos	indicados	y	las	barras	de	error	
representan	 la	 desviación	 estándar	 de	 tres	 experimentos	 independientes.	 (C)	 Curvas	 de	




de	monoterpenos	 existente	 en	 las	 cepas	Y21258Lis,	 hemizigotas	 para	
ERG20,	 reforzando	 la	 hipótesis	 de	 que	 lo	 que	 provoca	 una	 mayor	
138 resultados y discusión







GPP:FPP	de	1:3	a	7:3	 (Blanchard	y	Karst,	1993),	por	 lo	que	 las	cepas	
con	 la	 función	 FPPS	 complementada	 con	 el	 alelo	 erg20-2	 tendrían	




en	 cuyo	 trabajo	 obtuvieron	 producciones	 de	 geraniol	 que	 duplicaban	






gen	 que	 codifica	 la	monoterpeno	 sintasa	 y	 probablemente	 también	 de	
su	 expresión,	 dado	 que	 el	 alelo	 erg20-2	 al	 complementar	 débilmente	
la	perdida	de	función	FPPS,	podría	estar	forzando	un	incremento	en	el	
número	de	copias	del	plásmido,	lo	que	se	estableció	como	una	estrategia	
eficaz	 para	mejorar	 la	 producción	de	monoterpenos	 en	 el	 apartado	 I.2	
de	Resultados	 y	Discusión.	El	 rendimiento	 obtenido	 al	 incrementar	 la	
dosis	 del	 gen	 LIS	 en	 cepas	 haploides	 de	 laboratorio	 con	 el	 marcador	
de	 complementación	 débil	LEU2-d	 resultó	 ser	 unas	 5	 veces	mayor	 al	
obtenido	 con	 un	 plásmido	 episomal	 multicopia	 estándar	 portador	 del	
marcador	 de	 selección	 URA3.	 Por	 lo	 tanto,	 el	 efecto	 de	 un	 posible	
aumento	en	la	dosis	del	gen	LIS	añadido	al	incremento	de	las	moléculas	
de	GPP	disponibles	al	complementar	con	la	enzima	FPPS_K197E	podría	














II.3.8. La sobreexpresión del alelo 
cat
hmg1 en cepas haploides 
erg20::kanMX4 cuya actividad FPPS se ha complementado con el 
alelo erg20-2 no aumenta la producción de linalol
	 La	 pérdida	 de	 la	 actividad	 endógena	 FPPS	 ha	 sido	 complementada	
con	 éxito	 con	 el	 alelo	 erg20-2	 expresado	 desde	 un	 plásmido	 episomal	
que	 contiene	 el	 casete	 de	 expresión	 del	 gen	 LIS	 de	 C. breweri.	 Esta	
complementación	 resultó	 ser	 una	 estrategia	 efectiva	 para	 optimizar	
la	 sobreproducción	 de	 monoterpenos,	 tal	 como	 lo	 había	 hecho	 la	




aún	mayor.	 Por	 ello,	 y	 para	 tratar	 de	 optimizar	 aún	más	 la	 producción	











erg2_Hmg)	 se	 seleccionó	 para	 obtener	 esporas	 y	 las	 cepas	 haploides	




YR415	 (ERG20	 YEp195Lis_erg2	 -	 15,00	 ±	 1,45	 μg/L)	 se	 corroboró	
el	 efecto	 positivo	 del	 alelo	
cat
hmg1	 	 (~1,7x)	 (Figura	 34B)	 mientras	 el	
efecto	 del	 alelo	 erg20-2	 se	 encuentra	 enmascarado	 por	 la	 actividad	
FPPS	endógena.	Tras	estos	ensayos	preliminares	en	los	que	se	confirmó	
la	mejora	 relacionada	 con	 la	 sobreexpresión	 desregulada	 de	 la	 enzima	
Hmg1p	 en	 la	 cepa	 parental	Y21258	 (ERG20/erg20::kanMX4)	 y	 en	 las	
cepas	haploides	derivadas	de	su	esporulación	portadoras	del	alelo	ERG20,	
140 resultados y discusión
se	 procedió	 al	 análisis	 de	 las	 cepas	YR370	 e	YR371	 (erg20::kanMX4	



























































































Producción heteróloga de monoterPenos en SaccharomyceS cereviSiae 141
II.3.9. La sobreexpresión del gen IDI1 en cepas haploides cuya actividad 
FPPS se ha complementado con el alelo erg20-2 mejora la 
producción de linalol
	 Tras	 el	 resultado	 negativo	 anterior,	 y	 teniendo	 en	 cuenta	 que	 la	
sobreexpresión	del	gen	 IDI1	 en	cepas	hemizigotas	para	el	gen	ERG20 
tiene	un	efecto	positivo	sobre	la	producción	de	linalol,	y	que	éste	puede	
deberse	a	causas	diferentes	a	la	de	producir	más	MVA	y	no	retroinhibir	
Hmg1p,	 se	 decidió	 evaluar	 el	 efecto	 de	 sobreexpresar	 IDI1	 en	 cepas	
cuya	función	FPPS	está	complementada	por	la	sobreexpresión	del	alelo	
erg20-2.
	 La	 cepa	 Y21258	 (ERG20/erg20::kanMX4)	 se	 transformó	 con	 el	










(ERG20 YEp195Lis_erg2_Idi	 -	 55,69	 ±	 6,98	 μg/L)	 se	 comparó	 con	
la	 de	 la	 cepa	YR415	 (ERG20	YEp195Lis_erg2	 -	 15,00	 ±	 1,45	 μg/L),	
observándose	una	mejora	debida	a	 la	 sobreexpresión	del	gen	 IDI1	por	
encima	 de	 3	 veces	 en	 las	 cepas	 haploides	 con	 fondo	 genético	ERG20	
(Figura	35B).	Una	vez	constatado	el	efecto	positivo	de	la	sobreexpresión	
del	 gen	 IDI1	 en	 cepas	 que	 conservan	 total	 o	 parcialmente	 la	 función	
FPPS	 silvestre,	 se	 procedió	 al	 análisis	 de	 las	 cepas	YR477	 e	YR479	
(erg20::kanMX4	 YEp195Lis_erg2_Idi),	 cuya	 producción	 de	 linalol	
(media	 1144,68	 ±	 139,40	 μg/L)	 mostraba	 un	 incremento	 cercano	 al	
25%	 sobre	 la	 de	 la	 cepa	 YR410	 (erg20::kanMX4	 YEp195Lis_erg2	
-	 903,43	 ±	 112,82	 μg/L)	 a	 las	 32	 horas	 de	 cultivo	 (Figura	 35C).	 Este	
incremento,	aunque	moderado,	mostró	ser	significativo	cuando	se	aplicó	
un	 análisis	 estadístico	ANOVA	 (P	 <	 0,05)	 y	 demuestra	 que	 la	 linalol	
sintasa	 sí	 que	 es	 capaz	 de	 producir	 cantidades	mayores	 de	 linalol	 que	
las	obtenidas	en	el	apartado	anterior,	por	lo	que	la	falta	de	incremento	
al	 combinar	 los	 alelos	
cat
hmg1	 y	 erg20-2	 no	 se	 debería	 a	 la	 actividad	
monoterpeno	sintasa.





































































en	 cepas	 diploides	 hemizigotas	 para	 el	 gen	ERG20.	 (B)	 Producción	 de	 linalol	 en	 cepas	




	 Por	otra	parte,	el	 incremento	 relacionado	con	 la	 sobreexpresión	del	gen	
IDI1	es	muy	inferior	al	obtenido	en	las	cepas	que	conservan	el	alelo	silvestre	
ERG20 (25%	vs	 270%),	 lo	 cual	puede	deberse	 a	que	el	 límite	máximo	de	
mejora	 se	encuentre	próximo	a	estos	valores	dada	 la	 limitada	actividad	de	
síntesis	de	FPP	y	 la	necesidad	de	 la	 levadura	de	 sintetizar	 este	 compuesto	
para	proseguir	con	la	ruta	del	ergosterol.	Sin	embargo,	el	hecho	de	que	ambas	
estrategias	 (IDI1	 y	 erg20-2)	 estén	 orientadas	 a	 favorecer	 la	 disponibilidad	
de	GPP	probablemente	limitando	la	síntesis	de	FPP	podría	también	justificar	
esta	disminución	del	efecto	de	 la	 sobreexpresión	del	gen	 IDI1	 en	el	 fondo	
erg20::kanMX4.
	 Teniendo	 en	 cuenta	 todos	 estos	 resultados	 parece	 evidente	 que	 el	 paso	
más	 limitante	 para	 la	 producción	 de	monoterpenos	 es	 el	 catalizado	 por	 la	
enzima	FPPS	y,	 como	 consecuencia,	 las	modificaciones	 practicadas	 a	 este	
nivel	han	mostrado	ser	muy	efectivas	para	mejorar	la	producción	heteróloga	
de	 monoterpenos	 en	 S. cerevisiae.	 Sin	 embargo,	 las	 cepas	 con	 mayor	
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capacidad	 productora	 presentan	 algunas	 limitaciones	 en	 cuanto	 a	 su	 tasa	
de	 crecimiento,	 lo	que	probablemente	 sería	 un	 inconveniente	para	 algunas	
aplicaciones	biotecnológicas.	A	pesar	de	ello,	queda	claro	que	S. cerevisiae	
tiene	 un	 gran	 potencial	 para	 producir	 monoterpenos	 de	 plantas	 y	 además	
presenta	 un	 amplio	 rango	 de	 mejora	 cuando	 se	 aplican	 las	 estrategias	 de	
ingeniería	 metabólica	 adecuadas.	 Como	 muestra	 de	 ello,	 en	 este	 trabajo	
se	 ha	 alcanzado	 una	mejora	 global	 de	 80	 veces,	 desde	 una	 producción	 de	
linalol	en	la	cepa	BY4743	(ERG20/ERG20	YEp195Lis)	de	14,51	±	0,9	μg/L,	





Figura	 36.	Mejora	 global	 de	 la	 producción	 de	 linalol	 a	 partir	 de	 la	 cepa	 de	 laboratorio	
BY4743.	Las	muestras	se	tomaron	a	las	32	horas	de	cultivo	en	YPD.	Los	valores	representados	
corresponden	 a	 la	 producción	 media	 de	 2	 cepas	 de	 cada	 genotipo	 y	 las	 barras	 de	 error	
representan	la	desviación	estándar	de	al	menos	tres	experimentos	independientes.
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III.	 MODULACIÓN	 DEL	 PERFIL	 AROMÁTICO	 DEL	 VINO	
MEDIANTE	 	FERMENTACIÓN	CON	CEPAS	MODIFICADAS	

















de	 mosto	 de	 la	 variedad	 neutra	 Parellada.	 Las	 concentraciones	
de	linalol	y	geraniol	en	estos	vinos	se	encontraban	por	encima	de	
sus	umbrales	de	percepción	olfativa,	sin	perjuicio	de	la	capacidad	
fermentativa	 de	 la	 levadura	 o	 de	 otras	 propiedades	 del	 vino.	La	
producción	de	geraniol	derivó	además	en	un	proceso	de	dispersión	
metabólica	 hacia	 otros	 monoterpenos	 (linalol,	 citronelol,	 nerol)	
y	 ésteres	 (geranil	 y	 citronelil	 acetato)	 aromáticos.	 Se	 demuestra	
además	que	es	posible	modular	la	concentración	de	estos	terpenoides	
en	vino	manipulando	la	expresión	de	genes	de	la	ruta	MVA	(p.	ej.	





en	 su	 percepción	 aromática	 han	 sido	 identificados	 tanto	 en	 las	 uvas	 como	
en	 el	 propio	 vino	 (Schreier,	 1979).	 Entre	 estos	 compuestos	 se	 encuentran	
algunos	 monoterpenos	 como	 geraniol	 y	 linalol,	 considerados	 importantes	
para	determinar	el	 llamado	aroma	primario,	varietal	o	prefermentativo,	por	
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encontrarse en altas concentraciones en algunas variedades de uva y tener 
un umbral de percepción olfativa relativamente bajo, 4-75 y 4-10 ppb 
respectivamente, que es bastante inferior al de otros monoterpenos 
mayoritarios como nerol (680-2.200 ppb) y α-terpineol (280-350 ppb) 
(Feranoli, 2002). Estos monoterpenos son importantes en el aroma de los 
vinos jóvenes tipo moscatel, al que aportan notas dulces y florales, pero se 
encuentran en concentraciones muy bajas en los mostos procedentes de otras 
variedades no aromáticas de Vitis vinifera (Ribéreau-Gayon et al., 1975).
 Los monoterpenos se encuentran en la uva tanto en forma libre como 
conjugada, en forma de glicósidos no aromáticos (precursores), y la hidrólisis 
enzimática de estos conjugados ocasiona un incremento de la concentración 
de monoterpenos volátiles (Williams et al., 1982; Günata et al., 1985). Hasta la 
fecha se han desarrollado distintas estrategias biotecnológicas para aumentar 
el contenido terpénico, y por tanto el aroma, del vino mediante la adición de 
preparaciones enzimáticas para la liberación del aglicón (Günata et al., 1993; 
van Rensburg y Pretorius, 2000) o vinificando con levaduras transgénicas 
capaces de producir estas actividades durante el proceso fermentativo 
(Pretorius y Bauer, 2002; Manzanares et al., 2003; Ramón et al., 2005; 
Schuller y Casal, 2005; Zietsman et al., 2011). Sin embargo, el éxito de estas 
estrategias depende de la concentración inicial de monoterpenos conjugados, 
por lo que resultan poco efectivas cuando se utilizan mostos procedentes de 
variedades neutras, con un contenido terpénico escaso o nulo. En estos casos, 
la utilización de cepas de levadura capaces de sintetizar de novo monoterpenos 
de interés enológico podría ser una buena alternativa, tal y como se demostró 
por primera vez en nuestro grupo vinificando con cepas que expresan el 
gen LIS de C. breweri (Herrero et al., 2008). Esta manipulación metabólica 
es posible porque en las plantas los monoterpenos, incluidos los de interés 
enológico, se producen a partir de GPP en un sólo paso (catalizado por 
distintas monoterpeno sintasas, cuyos genes han sido identificados) y éste es, 
en S. cerevisiae, un intermediario en la ruta de síntesis de ergosterol.
 Por otra parte, la expresión del gen GES de O. basilicum en cepas de 
laboratorio de S. cerevisiae ha resultado en la producción de cantidades 
relevantes de geraniol (Oswald et al., 2007; este trabajo); y la concentración 
de éste cuando se expresaba GES en la cepa vínica T
73
-4 era muy superior a 
la concentración de linalol cuando se expresaba el gen LIS. Las  cantidades 
de geraniol producidas por la cepa T
73
-4 en medio YPD no sólo estaban muy 
por encima de su umbral de percepción sino que, a pesar de que la enzima 
geraniol sintasa produce específicamente geraniol cuando se ensaya su 
actividad in vitro (Iijima et al., 2004) y cuando se expresa en bacterias lácticas 






cultivos	 de	 S. cerevisiae	 (King	 y	 Dickinson,	 2000;	 Gamero	 et al.,	 2011).	
La	aparición	de	estos	monoterpenos	derivados	del	geraniol,	concretamente	
linalol	y	citronelol,	podría	incrementar	su	percepción	aromática	en	los	vinos	
producidos,	 tal	 como	 se	 ha	 descrito	 recientemente	 para	 la	 percepción	 del	
aroma	de	la	cerveza	(Takoi	et al.,	2010).
	 Por	 ello,	 y	 teniendo	 en	 cuenta	 que	 la	 producción	de novo	 de	 linalol	 es	
inferior	en	condiciones	de	vinificación	que	en	medio	sintético	YPD	(Herrero	
et al.,	 2008)	y	que	 la	expresión	de	 los	genes	que	codifican	 las	actividades	





















III.1.1. La expresión del gen GES de O. basilicum no afecta a la capacidad 
fermentativa de la cepa vínica T
73








está	 descrito	 que	mantiene	 las	 características	 enológicas	 de	 la	 cepa	 industrial	






y	 ambas	 alcanzaron	 los	mismos	 valores	 de	 densidad	 óptica	 (Figura	 37A).	 El	
consumo	de	 azúcares,	 cuya	 evolución	 se	 siguió	 con	un	 refractómetro	 (ºBrix),	
fue	también	similar	en	ambas	cepas	(Figura	37B),	estabilizándose	en	torno	a	los	
5ºBrix	alrededor	del	día	15	de	fermentación;	a	partir	de	ese	momento	el	consumo	










	 La	 permanencia	 del	 plásmido	 YEp195Ges	 en	 las	 células	 de	 levadura	
se	 evaluó	 por	 comparación	 del	 número	 de	 colonias	 que	 crecen	 en	 medio	
selectivo	SD	sin	uracilo	y	en	medio	completo	YPD;	el	83%	de	 las	células	
viables	al	finalizar	la	fermentación	fueron	capaces	de	crecer	en	ausencia	de	
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para	la	calidad	del	vino	producido	por	la	cepa	modificada.	Por	ello,	se	realizó	un	
análisis	metabolómico	parcial	de	los	vinos	y	se	constató	que	las	concentraciones	
de	 ciertos	 compuestos	 de	 interés	 enológico	 como	 el	 etanol	 y	 el	 glicerol	 eran	
similares	en	los	vinos	producidos	por	ambas	cepas	(Tabla	12).	La	presencia	de	
alcoholes	 superiores	 y	 sus	 ésteres	 (2-fenil	 etanol	 –que	 aporta	 aroma	 a	 rosas–	
umbral	de	percepción	14	mg/L;	acetato	de	isoamilo	–aroma	a	plátano–	umbral	





















YR70 (YEplac195) YR377 (Yep195Ges)
Etanol (%) 8,74 ± 0,09 9,38 ± 0,34
Glicerol (g/L) 3,90 ± 0,19 3,87 ± 0,45
2-Fenil etanol (mg/L) 23,87 ± 3,39 26,73 ± 3,66
Acetato de isoamilo (mg/L) 0,98 ± 0,23 1,11 ± 0,18
Acetato de 2-feniletilo ND ND
Hexanoato de etilo (mg/L) 0,31 ± 0,05 0,35 ± 0,02
Octanoato de etilo (mg/L) 0,38 ± 0,07 0,48 ± 0,04
Decanoato de etilo (mg/L) 0,11 ± 0,02 0,16 ± 0,04
Ácido acético (mg/L) 49,82 ± 7,34 45,24 ± 3,88
Acetaldehído (mg/L) 12,34 ± 1,46 16,06 ± 0,71
Acetato de etilo ND ND
ND	=	no	detectado.
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III.1.2. La expresión del gen GES de O. basilicum en la cepa T
73
-4 de 
S. cerevisiae da lugar a la producción de novo de seis caracteres 
varietales en el vino
	 La	expresión	del	gen	GES	 en	 la	cepa	vínica	T
73
-4	es	una	estrategia	efectiva	
para	 la	 producción	 de	 cantidades	 relativamente	 grandes	 de	 geraniol	 (~8	mg/L)	






los	 parámetros	 enológicos	 del	 vino	 producido,	 se	 decidió	 analizar	 la	 fracción	
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del	 gen	 GES	 en	 condiciones	 de	 microvinificación	 (1,56	 ±	 0,19	 mg/L),	 se	
observa	 una	 caída	 en	 los	 niveles	 producidos	 frente	 a	 los	 obtenidos	 en	 los	
cultivos	realizados	en	medio	líquido	YPD	(9,21	±	1,56	mg/L);	esta	reducción	


















YR70 (YEplac195) YR377 (YEp195Ges)
Geraniola ND 749,17 ± 93,64
Linalola 2,36 ± 0,41 141,18 ± 19,55
Nerola 1,33 ± 0,06 12,62 ± 1,03
Citronelola 2,27 ± 0,38 526,34 ± 67,17
Geranil acetatoa ND 12,84 ± 1,51
Citronelil acetatoa 0,81 ± 0,14 116,32 ± 12,23
Totala 6,77 ± 0,99 1558,48 ± 195,13
aValores	expresados	en	µg/L;	ND	=	no	detectado.
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químicas	 de	 estas	 condiciones	 (p.	 ej.	 pH	 y	 temperatura)	 podrían	 estar	
favoreciendo	además	la	aparición	de	estas	conversiones.	El	metabolismo	de	
la	levadura,	y	más	concretamente	el	metabolismo	del	geraniol,	podría	verse	
también	modificado	por	 la	 concentración	de	oxígeno	presente	 en	el	medio	
(Vaudano	et al.,	2004).
	 Las	 esterificaciones	 del	 geraniol	 y	 el	 citronelol	 se	 ven	 también	





de	 forma	 directa	 por	 oxígeno	 (revisado	 por	 Verstrepen	 et al.,	 2003)	 y	
como	consecuencia,	 las	condiciones	de	hipoxia	en	 las	que	se	realizan	 los	
ensayos	 de	 microvinificación	 podrían	 estar	 favoreciendo	 la	 acetilación	
de	 estos	monoterpenos.	 Sin	 embargo,	 la	 acumulación	 de	 ésteres	 durante	
la	fermentación	vínica	depende	del	equilibrio	establecido	entre	su	síntesis	
por	 las	AATs	 y	 su	 degradación,	 catalizada	 por	 las	 hidrolasas	 de	 ésteres.	
La	 sobreexpresión	 de	 las	AATs	 codificadas	 por	 los	 genes	ATF1	 y	ATF2	
conlleva	un	incremento	de	los	ésteres	acetato	de	isoamilo;	acetato	de	etilo	y	
acetato	de	2-feniletilo	(Fujii	et al.,	1994;	Lilly	et al.,	2000)	mientras	que	la	
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sobreexpresión	de	la	hidrolasa	de	ésteres	Iah1p	dio	lugar	al	efecto	contrario	





para	modular	 el	 aroma	 del	 vino	 en	 función	 de	 la	 concentración	 de	 estos	
compuestos.
III.2.	Regulación	 de	 los	 niveles	 de	 terpenoides	 presentes	 en	 el	 vino	
mediante	fermentación	mixta	y	técnicas	de	ingeniería	metabólica
III.2.1. La fermentación mixta con T
73
-4Ges y cepas de S. cerevisiae no 













neutra	 Parellada	 con	 cepas	 derivadas	 de	 T
73
	 que	 expresan	 el	 gen	GES	 ha	
resultado	 en	 la	 obtención	de	 vinos	 que	 contienen	niveles	 considerables	 de	












YR377	 (Figura	 38A).	Las	 tasas	 de	 crecimiento	 fueron	 similares	 en	 ambas	






Figura	 38.	 Efecto	 de	 la	 cofermentación	 con	 cepas	 de	 S. cerevisiae	 productoras	 y	 no	
productoras	 de	 geraniol.	 (A)	 Evolución	 de	 las	 fermentaciones	 realizadas	 con	 	 la	 mezcla	
YR70::YR377	 (YEplac195::YEp195Ges;	1:1)	 e	YR377	 (YEp195Ges).	 (B)	Concentración	



















iniciando	 la	 fermentación	 con	 un	 inóculo	 mixto	 incluyendo	 a	 levaduras	 que	
expresen	otras	monoterpeno	sintasas	para	incrementar	la	complejidad	del	perfil	
monoterpénico	generado	por	 la	 expresión	del	gen	GES,	 como	por	 ejemplo	 la	






III.2.2. La sobreexpresión del gen IDI1 incrementa la producción de novo 
de terpenoides en condiciones de microvinificación 
	 La	 expresión	 de	 los	 genes	 LIS	 de	 C. breweri	 (Herrero	 et al.,	 2008)	
y	GES	 de	O. basilicum	 (este	 trabajo)	 en	 la	 cepa	 vínica	T
73
-4	 deriva	 en	 la	
producción	 de	 cantidades	 relevantes	 de	 monoterpenos	 en	 condiciones	













de	 monoterpenos,	 que	 fueron	 efectivas	 en	 condiciones	 de	 laboratorio.	 En	
este	 sentido,	 la	 sobreexpresión	 del	 gen	 IDI1	 sirvió	 para	 incrementar	 hasta	
tres	 veces	 los	 niveles	 de	monoterpenos	producidos	 en	medio	 líquido	YPD	
por	 la	 cepa	T
73
-4	 (apartado	 II.2	 de	Resultados	 y	Discusión),	 por	 lo	 que	 la	
fermentación	del	mosto	con	levaduras	portadoras	de	esta	modificación	podría	





































	 que	 sobreexpresan	 conjuntamente	 los	 genes	 IDI1	 y	LIS.	 (A)	 Curvas	 de	
crecimiento	(línea	continua)	y	consumo	de	azúcares	(línea	discontinua)	de	las	cepas	YR70	
(YEplac195);	YR162	(YEp195Lis)	e	YR332	(YEp195Lis_Idi).	(B)	Concentración	de	linalol	
















que	 indica	 que	 ni	 la	 sobreexpresión	 conjunta	 de	 los	 genes	 IDI1	 y	GES	




de	 etanol	 (v/v)	 fue	 además	 cuantificada	 al	 final	 de	 la	 fermentación	
obteniéndose	 concentraciones	 que	 en	 ningún	 caso	 se	 encontraban	 por	
debajo	de	los	obtenidos	con	la	cepa	control	(YR70	–	8,74	±	0,09%;	YR377	
–	9,38	±	0,34%;	YR379	–	9,96	±	0,50%).




	 que	 sobreexpresan	 conjuntamente	 los	 genes	 IDI1	 y	GES.	 (A)	Curvas	
de	 crecimiento	 de	 las	 cepas	 YR70	 (YEplac195);	 YR377	 (YEp195Ges)	 e	 YR379	
(YEp195Ges_Idi).	 (B)	Consumo	 de	 azúcares	 en	 las	 cepas	YR70	 (YEplac195);	YR377	
(YEp195Ges)	 e	 YR379	 (YEp195Ges_Idi).	 (C)	 Concentración	 de	 monoterpenoides	 en	
el	vino	producido	por	 las	 cepas	YR377	 (YEp195Ges)	 e	YR379	 (YEp195Ges_Idi).	Los	
valores	 representados	 corresponden	 a	 la	media	 y	 desviación	 estándar	 de	 al	menos	 tres	
experimentos	independientes.
	 La	 producción	 de	 geraniol	 de	 la	 cepa	YR379	 (1240,30	 ±	 228,71	 μg/L)	
se	 situó	 1,5	 veces	 por	 encima	 de	 la	 obtenida	 con	 la	 cepa	 control	YR377	
(825,17	±	59,62	μg/L),	observándose	además	incrementos	de	los	niveles	de	











incrementar	 la	 concentración	 de	 los	 monoterpenos	 producidos	 en	 el	 vino	
final.	Los	rangos	de	mejora	obtenidos	en	condiciones	de	microvinificación	se	






Además,	 tal	 como	 ocurría	 al	 emplear	 esta	 estrategia	 en	 condiciones	 de	















de	 monoterpenos	 en	 condiciones	 de	 vinificación,	 y	 que	 ésta	 es	 además	
modulable	por	cofermentación	con	otras	cepas	de	levadura	no	productoras,	
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	 Teniendo	 en	 cuenta	 la	 posibilidad	 de	 expresar	 otras	 monoterpeno	
sintasas,	como	por	ejemplo	la		α-terpineol	sintasa,	estos	perfiles	podrían	ser	
además	modificados,	 bien	 por	 cofermentación	 con	 las	 cepas	 que	 expresen	
dichas	 monoterpeno	 sintasas	 o	 mediante	 la	 coexpresión	 de	 más	 de	 una	
monoterpeno	 sintasa,	 dando	 lugar	 a	 un	 elevado	número	 de	 combinaciones	
posibles	y	generando	un	gran	potencial	para	el	diseño	de	vinos	con	diferentes	
composiciones	 de	monoterpenos,	 que	 podrán	 ser	 más	 o	menos	 complejas	
en	 función	 del	 objetivo	 deseado.	 Además,	 queda	 abierta	 la	 posibilidad	
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	 La	 química	 orgánica	 sintética	 fue	 la	 metodología	 empleada	 de	 forma	
predominante	 para	 la	 producción	 de	 compuestos	 químicos	 a	 lo	 largo	 del	
pasado	siglo	XX,	cuando	grandes	cantidades	de	petróleo	estaban	disponibles	
a	un	precio	realmente	asequible.	Durante	este	período	los	químicos	orgánicos	
encontraron	 la	 forma	 de	 producir	 múltiples	 compuestos,	 que	 todavía	 se	
sintetizan	hoy	en	día	en	plantas	petroquímicas.	Sin	embargo,	en	los	últimos	
tiempos	esta	tendencia	está	cambiando	principalmente	por	el	incremento	del	
precio	del	petróleo,	el	 rápido	consumo	de	esta	 fuente	de	carbón	fósil	y	 las	
consecuencias	medioambientales	derivadas	de	su	explotación.	Estos	factores	
han	 incrementado	 el	 interés	 por	 la	 producción	 de	 compuestos	 químicos	 a	
partir	de	 fuentes	 renovables	y,	 aunque	durante	muchos	años	 la	producción	
microbiana	de	dichos	compuestos	se	hallaba	limitada	únicamente	a	aquellos	
producidos	de	forma	natural,	con	ayuda	de	la	ingeniería	genética	se	ha	hecho	




	 Si	 nos	 centramos	 en	 la	 producción	 de	 monoterpenos,	 en	 el	 año	 2007	
Hernández	et al.,	introdujeron	el	gen	FaNES	(codifica	la	enzima	bifuncional	
nerolidol	 sintasa	 en	 Fragaria ananassa	 -	 fresa)	 en	 la	 bacteria	 láctica	
Lactococcus lactis,	 lo	 que	 condujo	 a	 la	 acumulación	 del	 monoterpeno	
linalol	 (~13	µg/L).	 Por	 su	 parte,	 algunas	 cepas	 industriales	 de	 la	 levadura	






vínica	 (Herrero	et al.,	 2008)	y	~500	µg/L∙DO
600
	de	geraniol	 al	 expresar	 la	
geraniol	 sintasa	 de	 Ocimum basilicum	 en	 cepas	 de	 laboratorio	 (Oswald	




























este	 trabajo,	 siendo	 además	 esta	 última	 15	 veces	 superior	 a	 la	 producción	
máxima	 descrita	 previamente	 para	 este	 compuesto	 en	 microorganismos	














	 Las	 concentraciones	 de	 estos	 compuestos	 estan	 todavía	 por	 debajo	 de	
los	 niveles	 óptimos	 para	 su	 producción	 y	 aplicación	 industrial	 (Tabla	 3),	
pero	las	modificaciones	y	mejoras	aquí	descritas	pueden	servir	de	base	para	
futuras	mejoras	 con	 un	 amplio	 rango	 de	 posibilidades.	Desde	 el	 punto	 de	
vista	 fisiológico,	 optimizar	 las	 condiciones	 de	 fermentación	 (composición	
del	medio,	pH,	 temperatura,	aireación,	etc.)	podría	 redundar	en	una	mayor	
producción	de	monoterpenos.	Por	otra	parte,	la	aplicación	de	las	estrategias	
de	 ingeniería	 metabólica	 aquí	 descritas	 en	 nuevas	 cepas	 hospedadoras	
tanto	de	S. cerevisiae	 como	de	otras	especies	de	 levadura	empleadas	en	 la	
producción	de	compuestos	a	nivel	industrial,	y	la	expresión	de	monoterpeno	
sintasas	de	distinto	origen	y/o	de	otras	monoterpeno	sintasas	pueden	resultar	
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para	 producir	 linalol;	 lo	 que	 sugiere	 que	 la	 utilización	 de	 linalol	 sintasas	




























	 La	generación	de	proteínas	híbridas	o	proteínas	de	 fusión	 (p.	 ej.	FPPS-
LIS	 o	 GPPS-LIS)	 podría	 ser	 también	 interesante	 para	 canalizar	 el	 flujo	
hacia	la	síntesis	de	monoterpenos,	tal	como	hicieron	en	el	trabajo	realizado	
por	 Tokuhiro	 et al.,	 2009,	 donde	 fusionaron	 las	 enzimas	 geranilgeranil	
difosfato	 sintasa	 (codificada	 por	 el	 gen	BTS1)	 y	 la	 diacilglicerol	 difosfato	
fosfatasa	(codificada	por	el	gen	DPP1)	y	lograron	incrementar	la	producción	
de	 geranilgeraniol	 por	 encima	 de	 los	 valores	 alcanzados	 al	 coexpresar	 las	
versiones	nativas	de	estas	dos	enzimas.
166 discusión general
	 El	 creciente	 número	 de	 estrategias	 de	 ingeniería	 metabólica	 que	 han	
sido	 aplicadas	 con	 éxito	 para	 la	 produción	 de	 compuestos	 bioactivos	 en	













metabólica	 presente	 en	 las	 cepas	 naturales	 podrían	 resultar	 en	 un	 salto	
cualitativo	y	cuantitativo	en	la	producción	de	estos	compuestos.	Así	pues,	con	
la	integración	de	los	avances	en	biología	de	sistemas,	ingeniería	de	proteínas,	





establecen	 las	 bases	 científicas	 sobre	 las	 que	 trabajar	 para	 obtener	 cuando	
menos	 los	 conocimientos	 para	 estar	 preparados	 ante	 una	 posible	 apertura	
de	 dicha	 industria	 hacia	 la	 utilización	 de	 estos	 organismos	 modificados	
genéticamente.	Algunas	 cepas	 a	 las	 que	 se	 les	 ha	 conferido	 la	 capacidad	






de novo	 de	monoterpenos	por	parte	de	 la	 levadura,	 el	 siguiente	paso	 sería	
conseguir	cepas	que	pudieran	obtener	el	calificativo	GRAS	y	para	eso	hay	
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como	 plataforma	 para	 la	 producción	 de	 monoterpenos	 ha	 sido	 probado	
satisfactoriamente,	 estableciéndose	 además	 una	 relación	 directa	 entre	 el	
fondo	 genético,	 la	 expresión	 de	 monoterpeno	 sintasas	 heterólogas	 y	 la	
modificación	de	pasos	claves	de	la	ruta	del	ácido	mevalónico	con	la	mejora	
de	 los	 rendimientos	 obtenidos.	Además,	 se	 han	 sentado	 las	 bases	 para	 la	
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•	 La	capacidad	de	Saccharomyces cerevisiae	para	la	producción	heteróloga	





obteniéndose	 concentraciones	 muy	 dispares	 al	 expresar	 la	 S-linalol	
sintasa	de	C. breweri	y	 la	geraniol	sintasa	de	O. basilicum.	La	levadura	
S. cerevisiae	 posee	 además	 las	 actividades	 necesarias	 para	 convertir	
el	 geraniol	 producido	 de novo	 en	 otros	 monoterpenos	 (nerol,	 linalol,	
citronelol)	y	ésteres	(geranil	y	citronelil	acetato).
•	 El	vector	de	expresión	seleccionado	para	clonar	las	monoterpeno	sintasas	










•	 La	 fermentación	 de	 mostos	 de	 variedades	 neutras	 de	 uva	 con	 cepas	
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